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1. EINLEITUNG 
1.1 Genomisches Imprinting 
Bestimmte Chromosomenabschnitte werden in der elterlichen Keimbahn spezifisch markiert, 
so dass nach der Befruchtung nur das väterliche (paternale) oder das mütterliche (maternale) 
Allel eines Gens aktiv ist. Dieser epigenetische Prozess wird genomisches Imprinting bzw. 
genomische Prägung genannt (Reik, 1989; Reik und Surani, 1997; Horsthemke et al., 1998; 
Reik und Walter, 2001). Der Prozess des Imprintings besteht aus mehreren Schritten. In den 
primordialen Keimzellen wird zunächst die Prägung der elterlichen Chromosomensätze 
aufgehoben (Imprint-Ausschaltung) und entsprechend des Geschlechts der Keimbahn neu 
etabliert (Imprint-Etablierung), so dass Spermien einen paternal geprägten Chromsomensatz 
und Oocyten einen maternal geprägten Chromosomensatz erhalten. Nach der Befruchtung 
wird diese elternspezifische Prägung aufrechterhalten und an die Tochterzellen weitergegeben 
(Imprint-Replizerung). Die Imprint-Erkennung im Embryo und adulten Organismus führt zu 
einer elternspezifischen Genexpression (Horsthemke et al., 1998). 
Für eine normale Embryonalentwicklung ist sowohl das paternale als auch das maternale 
Genom notwendig. Dies konnte durch Transplantationsexperimente von Vorkernen in 
Mauszygoten gezeigt werden (Surani et al., 1984; Solter, 1987 und 1988). Mit einem 
diploiden maternalen Chromosomensatz (gynogenetisch) wird zwar ein Embryo gebildet, 
doch ist das extraembryonale Gewebe (Trophoblast) kaum vorhanden (Surani et al., 1984). 
Dagegen ist es bei einem diploiden paternalen Chromosomensatz (androgenetisch) genau 
umgekehrt: Das Trophoblasten-Gewebe wird sehr stark ausgebildet, während der Embryo 
stark retardiert ist und einige Tage nach der Implantation stirbt (Barton et al., 1984). 
Auch beim Menschen sind ähnliche Fälle bekannt: Die Blasenmole ist eine 
Plazentafehlbildung mit einem diploiden paternalen Chromosomensatz, die aus dem 
Trophoblasten entsteht, während der Embryoblast verkümmert (Hall, 1990). Hingegen ist in 
embryonalen Tumoren, den Teratomen, ein diploider maternaler Chromosomensatz zu finden 
und das Plazentagewebe fehlt. 
Es werden zwischen 100 und 200 elternspezifisch geprägter Gene bei der Maus und beim 
Menschen vermutet (Paoloni-Giacobino und Chaillet, 2004). Inzwischen sind mehr als 50 
solcher Gene bekannt (http://www.mgu.har.mrc.ac.uk/research/imprinting/imprin-
viewdatagenes.html, http://www.geneimprint.com/databases/). Diese Gene treten in 
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bestimmten bis zu mehreren hundert Kilobasenpaar großen chromosomalen Domänen 
geclustert, d.h. gehäuft auf (Reik und Maher, 1997; Reik und Walter, 2001). Diese Clusterung 
von geimprinteten Genen deutet auf eine koordinierte Regulierung der Gene in bestimmten 
Chromosomendomänen hin. So wurde zum Beispiel auf dem proximalen langen Arm des 
Chromosoms 15 ein Imprinting-Kontroll-Element, das Imprinting-Center (IC), identifiziert, 
das für die Regulierung des Imprints und der elternspezifischen Expression notwendig ist 
(Sutcliffe et al., 1994; Buiting et al., 1995; Saitoh et al., 1996). 
Uniparentale Disomien (UPD, siehe 1.2.2) bei der Maus zeigten, dass auf manchen 
Chromosomen elternspezifisch geprägte Regionen vorhanden sind (Cattanach und Kirk, 
1985). Eine UPD liegt vor, wenn zwei homologe Chromosomen denselben elterlichen 
Ursprung haben. Bei der Maus führen uniparentale Disomien bestimmter Chromosomenpaare 
abhängig vom elterlichen Ursprung zu einem auffälligen Phänotyp. So konnte gezeigt werden, 
dass Mausembryonen mit einer maternalen UPD des Chromosoms 11 kleiner und solche mit 
einer paternalen UPD 11 größer waren als die Geschwistertiere aus dem gleichen Wurf. Dies 
deutet auf die elternspezifische Expression bestimmter Gene, die entweder auf dem paternalen 
oder auf dem maternalen Chromosom aktiv sind. Liegen bei einer UPD z.B. zwei maternale 
Chromosomen vor, fehlt die Expression paternal aktiver Gene und die maternal exprimierten 
Gene werden biallelisch exprimiert. Auch beim Menschen konnten, aufgrund phänotypischer 
Auffälligkeiten im Zusammenhang mit einer UPD, chromosomale Regionen, die dem 
Imprinting unterliegen, identifiziert werden. So führt eine paternale UPD des Chromosoms 6 
zu transientem neonatalen Diabetes (Temple et al., 1995; Arima et al., 2001) und eine 
maternale UPD des Chromosoms 7 zum Silver-Russel-Syndrom (Kotzot et al., 1995). Eine 
paternale UPD des Chromosoms 11 ist mit dem Beckwith-Wiedemann-Syndrom assoziiert 
(Henry et al., 1991; Slatter et al., 1994; Weksberg et al., 2003). Eine maternale UPD des 
Chromosoms 14 wurde bei Patienten mit Hypotonie, motorischer Entwicklungsverzögerung, 
milder fazialer Dysmorphie, niedrigem Geburtsgewicht, Kleinwuchs und vorzeitiger Pubertät 
beschrieben (Antonarakis et al., 1993; Moon et al., 2002), während eine paternale UPD 
desselben Chromosoms zur schwerer mentaler Retardierung Muskel- und Skelett-
Auffälligkeiten führt (Cotter et al., 1997; Kurosowa et al., 2002). Eine maternale UPD des 
Chromosoms 15 führt zum Prader-Willi- (Nicholls et al., 1989) und eine paternale UPD zum 
Angelman-Syndrom (Malcolm et al., 1991; Kishino et al., 1997; Matsuura et al., 1997). 
Die elterlichen Kopien geprägter Gene unterscheiden sich nicht nur hinsichtlich ihres 
Expressionsmusters, sondern auch im Hinblick auf den Zeitpunkt der Replikation innerhalb 
des Zellzyklus (Kitsberg et al., 1993; Knoll et al., 1994). Nicht geprägte genomische DNA 
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wird in der S-Phase im Zellzyklus synchron repliziert, während in elternspezifisch geprägten 
Regionen eine asynchrone Replikation stattfindet. In der Regel wird das paternale Allel früher 
repliziert als das maternale Allel. Die Organisation in Replikationseinheiten ist dabei 
unabhängig von der Genexpression. D.h. Gene, die gemeinsam auf einer elterlichen Kopie 
liegen, werden gleichzeitig repliziert, auch wenn sie von entgegengesetzten parentalen Allelen 
exprimiert werden (Kitsberg et al., 1993). Dieses asynchrone Replikationsmuster wird in den 
Gameten etabliert und während der gesamten Entwicklung aufrecht erhalten (Simon et al., 
1999). 
Die differentielle Methylierung von Cytosinresten, die zur Unterscheidung der elterlichen 
Kopien beiträgt, scheint bei der Regulation der Transkription geprägter Gene eine 
herausragende Rolle (Reik et al., 1987; Cedar, 1988; Razin und Cedar, 1994) zu spielen. In 
der Regel ist der Promotorbereich aktiver Genkopien unmethyliert, während er bei inaktiven 
Kopien methyliert vorliegt (Tate und Bird, 1993; Kass et al., 1997). Die DNA-Methylierung 
ist ein kovalenter Prozess, bei dem an das 5´-Kohlenstoffatom des Cytosinrestes in Cytosin-
Phospho-Guanin-Dinukleotiden (CpG) eine Methylgruppe angehängt wird, so dass ein 
5-Methylcytosin entsteht. Die somatischen Genome liegen, mit Ausnahme von CpG-Inseln, 
global methyliert vor. CpG-Inseln sind mindestens 200 bp große GC-reiche Regionen im 
5’-Bereich von Haushaltsgenen und einigen gewebespezifischen Genen mit einem GC-Gehalt 
von mehr als 50%. Der Quotient der beobachteten CpGs im Vergleich zu den erwarteten 
CpGs (CpGobs/CpGexp) liegt über 0.6 (Gardiner-Garden und Frommer, 1987). Der Prozess der 
Methylierung findet in der Keimbahn und in Embryos nach der Implantation statt. Zwischen 
dem Tag 10.5 und dem Tag 12.5 in der Embryonalphase der Maus kommt es in den 
elterlichen primordialen Keimzellen zu einer genomweiten Demethylierung (siehe Abb. 1.1). 
Es ist nicht bekannt, ob dies ein aktiver oder passiver Prozess ist (Lee et al., 2002; Reik und 
Walter, 2001). In den ausgereiften Keimzellen findet dann eine genomweite de novo 
Methylierung statt. Welches Enzym dabei einer Rolle spielt, ist nicht bekannt. Mögliche 
Kandidaten wären die DNA-Methyltransferase 1 (Dnmt1) und ihre Isoformen (Mertineit et 
al., 1998), oder aber die Methyltransferasen Dnmt3a und Dnmt3b, welche für die de novo 
Methylierung in postimplantierten Embryos verantwortlich sind (Okano et al., 1999; Reik und 
Walter, 2001). Bei der Replizierung der DNA wird das Methylierungsimprint erkannt und 
durch die Methyltransferase Dnmt1 auf den Tochterstrang kopiert. Die hemimethylierte DNA 
wird so vollständig methyliert und dadurch das Methylierungsimprint in den nachfolgenden 
Zellteilungen aufrecht erhalten (Bestor, 2000; Reik und Walter, 2001). In den nicht geprägten 
Genen (in der Abb. 1.1 schraffierte rote und blaue Ellipsen) kommt es schon kurz nach der 
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Fertilisation zu einer erneuten Demethylierung. Während paternale Gene aktiv demethyliert 
werden, kommt es in den maternalen Genen, durch Fehler in der Aufrechterhaltung des 
Methylierungsimprints in den folgenden Zellteilungen, zu einer passiven Demethylierung 
(Reik und Walter, 2001). Ab dem Tag E10 der Embryonalphase beginnt die de novo 
Methylierung der nicht geprägten Gene durch die Methyltransferasen Dnmt3a und Dnmt3b. 
Die Methyltransferase Dnmt3L hat selbst keine katalysierende Aktivität, ist aber essentiell für 
die Etablierung von Methylierungsmustern in der weiblichen Keimbahn (Bourc´his et al., 
2001; Hata et al., 2002). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb.  1.1: Schematische Darstellung der Reprogrammierung der Methylierungsmuster in der Keimbahn und im 
Embryo. Geprägte maternale Gene sind durchgehend rot, geprägte paternale Gene sind durchgehend blau und 
nicht geprägte Gene sind schraffiert dargestellt. 
Einleitung                                                                                                                                  5 
 
Neben der DNA-Methylierung, scheinen auch andere Faktoren eine Rolle bei der Erhaltung 
der Prägemuster zu spielen. So konnte gezeigt werde, dass in geprägten Regionen eine 
Hypermethylierung mit der Hypoacetylierung von Histonproteinen assoziiert ist (Pedone et 
al., 1999; Fulmer-Smentek und Francke, 2001). Auf dem Chromosom 7 der Maus befinden 
sich die reziprok geprägten Gene Igf2 und H19 in einem Abstand von 75 kb zueinander. Die 
homologe Region befindet sich beim Menschen auf dem Chromosom 11p15.5. Igf2 wird vom 
paternalen Allel und H19 vom maternalen Allel exprimiert. Während H19 auf dem paternalen 
Allel hypermethyliert und hypoacetyliert vorliegt, befindet sich der Promoter auf dem 
maternalen Allel in einer offenen Chromatinstruktur und ist acetyliert (Pedone et al., 1999). 
Im Falle von Igf2 konnte jedoch keine differentielle Acetylierung von Histonproteinen 
gefunden werden. Die Regulation der Expression dieser Gene beruht anscheinend auf der 
gemeinsamen Nutzung zweier transkriptiosverstärkender Elemente (Enhancer), die sich 
3´ von H19 befinden und wird durch eine differentiell methylierte Region 
(CTCF-Bindungsstelle) 5´ von H19 beeinflusst (Hark et al., 2000; Szabo et al., 2004). Auf 
dem maternalen Allel liegt die CTCF-Bindungsstelle unmethyliert vor und der 
Transkriptionsfaktor CTCF (CCCTC-binding factor) kann binden. CTCF fungiert als Isolator 
und kann die Wechselwirkung zwischen dem Enhancer und dem Igf2-Promotor verhindern 
(Bell et al., 1999; Ohlsson et al., 2001, Szabo et al., 2004), so dass die Transkription von H19 
verstärkt wird. Auf dem paternalen Allel verhindert die Methylierung der 
CTCF-Bindungsstelle die Bindung des Proteins CTCF, so dass der Igf2-Promotor mit dem 
Enhancer in Wechselwirkung treten kann und Igf2 exprimiert wird. 
Die Methylierung von Histonproteinen scheint ebenfalls eine wesentliche Rolle bei der 
Etablierung elternspezifischer Genexpression zu spielen. So konnte für Neurospora crassa 
und Arabidopsis thaliana nachgewiesen werden, dass die Methylierung von Histon H3 am 
Lsyin 9 (Lys-9) für DNA-Methylierung durch spezifische Methyltransferasen notwendig ist 
(Tamaru und Selker, 2001; Jackson et al., 2002). Auch für den SNURF-SNRPN-Promotor des 
maternalen Allels in der chromosomalen Region 15q11-q13 konnte bereits eine präferentielle 
Methylierung von Lys-9 von H3 gezeigt werden (Xin et al., 2001), die von der 
Histon-Methyltransferase G9a abhängig ist (Xin et al., 2003). Diese multiplen Histon-
Modifikationen scheinen koordiniert zu verlaufen und von bestimmten Proteinen interpretiert 
zu werden (‚histone code’ Hypothese) (Strahl und Allis, 2000). 
Obwohl die Natur des primären Imprints letztlich noch unklar ist, scheinen die hier 
beschriebenen epigenetischen Veränderungen eine wichtige Rolle bei ihrer Erhaltung zu 
spielen. Da Veränderungen in der Chromatinstruktur und Histonacetylierung nur in 
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Zusammenhang mit der DNA-Methylierung vorkommen, kann man davon ausgehen, dass die 
DNA-Methylierung eine Schlüsselrolle in der Aufrechterhaltung der elterlichen Prägung hat 
(Li et al., 1993). 
1.2 Das Prader-Willi-Syndrom und das Angelman-Syndrom 
Das Prader-Willi-Syndrom (PWS) und das Angelman-Syndrom (AS) sind zwei distinkte 
neurogenetische Erkrankungen. Patienten mit PWS zeigen nach der Geburt eine ausgeprägte 
muskuläre Hypotonie (Muskelschwäche), die in den meisten Fällen zu Fütterungsproblemen 
führt. Im Alter von zwei bis drei Jahren entwickeln sie eine Hyperphagie (zwanghafte Esslust) 
und sind adipös (übergewichtig). Des Weiteren sind sie kleinwüchsig, haben auffallend kleine 
Hände und Füße und unterentwickelte Gonaden (Hypogonadismus). Weitere Kennzeichen 
sind eine meist moderate mentale Retardierung und Verhaltensprobleme. Mandelförmige 
Augen, ein dreieckiger Mund, sowie eine schmale Stirn gehören ebenfalls zu den 
charakteristischen Merkmalen eines Patienten mit PWS. Das Prader-Willi-Syndrom wurde 
erstmals 1956 von A. Prader, A. Labhard und H. Willi beschrieben (Prader et al., 1956) und 
kommt mit einer Häufigkeit von 1/15000 bis 1/20000 vor. Aufgrund der Symptomatik wird 
ein Defekt im Hypothalamus vermutet. Bei einigen PWS-Patienten wurde eine verminderte 
Wachstumshormonausschüttung festgestellt (Lee et al., 1987). Behandlungen mit 
Wachstumshormonen führten nicht nur zu einer Steigerung der Wachstumsrate, sondern auch 
zu einer Umwandlung von Körperfett zu Muskelmasse aufgrund der anabolen Wirkung des 
Medikaments sowie zu einer damit verbundenen Steigerung des Selbstwertgefühls der 
Patienten mit PWS (Angulo et al., 1992; Kamel et al., 1995; Eiholzer et al., 2000; Tauber et 
al., 2000). 
Patienten mit Angelman-Syndrom zeigen eine verzögerte Entwicklung, eine schwere mentale 
Retardierung und eine Ataxie. In der Regel entwickeln sie keine aktive Sprache. Weitere 
Symptome sind eine Mikrozephalie, ein spezifisches abnormales Elektroenzephalogramm 
(EEG) und Krampfanfälle (Williams et al., 1995). Sie haben außerdem ein ausgeprägt 
freundliches Wesen und häufig Lachanfälle, weshalb dieses Syndrom auch „happy puppet 
syndrome“ genannt wurde. Das Angelman-Syndrom hat eine Inzidenz von etwa 1/20000 und 
wurde das erste Mal 1965 beschrieben (Angelman, 1965). 
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Abb. 1.2: Patientin mit einem Prader-Willi-Syndrom (links) und Patient mit einem Angelman-Syndrom 
(rechts). 
1.2.1 Die PWS- und AS-Region 
Durch cytogenetische Untersuchungen fiel bei einigen Patienten mit PWS eine de novo 
Deletion auf dem langen Arm des Chromosoms 15 (15q11-q13) auf (Ledbetter et al., 1981; 
Ledbetter et al., 1982). Nur wenige Jahre später konnte auch bei Patienten mit AS eine de 
novo Deletion der gleichen Region festgestellt werden (Kaplan et al., 1987; Magenis et al., 
1987; Pembrey et al., 1988). Während die Deletion bei Patienten mit PWS immer das 
paternale Chromosom betraf (Butler und Palmer, 1983; Butler et al., 1986), war sie bei 
Patienten mit AS immer auf dem maternalen Chromosom zu finden (Knoll et al., 1989; 
Williams et al., 1990). 
In der 4-5 Mb großen Region in 15q11-q13 wurden verschiedene paternal exprimierte Gene 
identifiziert (in der Abb. 1.3 blau dargestellt). Am weitesten proximal gelegen ist das 
intronlose Gen MAKORIN3 (MKRN3, früher ZNF127), welches für ein DNA-bindendes 
Zinkfingerprotein kodiert (Jong et al., 1999a; Nicholls, 1993) und ubiquitär von centromer 
nach telomer exprimiert wird. Etwa 160 kb weiter telomerisch liegt das ebenfalls intronlose 
Gen MAGEL2 (melanoma antigen gene expression like 2), das nahezu ausschließlich im 
Prader-Willi-Syndrom Angelman-Syndrom 
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Gehirn exprimiert wird (Boccaccio et al., 1999; Lee et al., 2000). MAGEL2 gehört zu der 
Gruppe der MAGE Proteine, von denen bislang 55 Gene identifiziert wurden (Chomez et al., 
2001). Die Autoren postulierten, dass der Verlust der MAGEL2-Expression zu Fehlbildungen 
des Gehirns und zu Dysmorphien bei PWS-Patienten führen könnte. Das Gen NDN 
(NECDIN-encoding gene) gehört ebenfalls in die Gruppe der MAGE Proteine, ist etwa 41 kb 
distal von MAGEL2 lokalisiert und wird beim Menschen in vielen Geweben exprimiert (Jay et 
al., 1997; MacDonald und Wevrick, 1997). Bei der Maus wird das homologe Gen Ndn 
spezifisch in postmitotischen Neuronen vor allem im Hypothalamus und anderen 
Hirnregionen exprimiert (Uetsuki et al., 1996; Gerard et al., 1999; Muscatelli et al., 2000). 
Das Genprodukt NECDIN verursacht hier einen Arrest des Zellwachstums der Neuronen 
(Hayashi et al., 1995). 
 
 
Abb.  1.3: Gensequenzen in der PWS- und AS-Region in 15q11-q13. Paternale exprimierte Gene in der 4 Mb 
großen Region zwischen den Bruchpunkten (BP1, BP2 und BP3) sind als blaue Boxen und snoRNA-Gene als 
blaue Striche dargestellt. Die Anzahl ihrer Kopien ist unterhalb der snoRNA-Gene angegeben. Maternal 
exprimierte Gene sind rot und biallelisch exprimierte Gene sind schwarz dargestellt. Die Transkriptionsrichtung 
wird durch Pfeile oberhalb der Gene angezeigt und geht entweder in Richtung des Centromers (cen) oder des 
Telomers (tel). Die beiden Kreise stellen das IC dar. Der proximale Bereich (schwarzer Kreis) ist für die 
Etablierung des maternalen Imprints und der distale Bereich (weißer Kreis) für die Etablierung des paternalen 
Imprints notwendig. 
Das SNURF-SNRPN-Gen wurde 1992 von Özcelik et al. in die PWS- und AS-Region kartiert. 
Das ursprünglich beschriebene Gen hatte 10 Exons, die für zwei unabhängige Proteine 
kodieren. Die Exons 1-3 von SNURF-SNRPN enthalten die Sequenzinformation für das aus 
71 Aminosäuren bestehende Protein SNURF (SNRPN upstream reading frame), das im 
Nukleus lokalisiert ist und RNA binden kann (Gray et al., 1999a). Die Funktion dieses 
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Proteins ist noch weitgehend unbekannt. Das zweite Protein SmN ist das Genprodukt der 
Exons 4-10 (SNRPN). Es ist Teil des Spleißosomen-Komplexes und ist hier assoziiert mit 
kurzen RNA-Abschnitten und daran gebundenen Proteinen, den „small nuclear 
ribonucleoprotein particles“. Es spielt eine Rolle beim Spleißen von mRNA im Gehirn, wo es 
das konstitutiv exprimierte SmB´/B-Protein ersetzt (Gray et al., 1999b). In den letzten Jahren 
konnten alternative Transkripte identifiziert werden, die proximal von SNURF-SNRPN 
alternative Exons enthalten und auf Exon 2 von SNURF-SNRPN gespleißt werden (Dittrich et 
al., 1996; Färber et al., 1999). Für diese alternativen Transkripte konnten zwei 
unterschiedliche Startpositionen nachgewiesen werden, u1A und u1B. Diese Transkripte 
überspannen das IC, jedoch ist ihre Funktion unbekannt. Es konnten ebenfalls alternativ 
gespleißte Transkripte identifiziert werden, die nicht kodierende 3´-Exons enthalten (10a-
155). Diese Transkripte spannen einen genomischen Bereich von etwa 500 kb und überlappen 
mit dem UBE3A-Gen in „antisense“-Orientierung (Buiting et al., 1996; Wirth et al., 2001; 
Runte et al., 2001a; Runte et al., 2004). Dieses SNURF-SNRPN Sense/UBE3A Antisense-
Transkript wurde sowohl in der Maus, als auch beim Menschen identifiziert (Rougeulle et al., 
1998; Chamberlain et al., 2001). Interessanterweise sind die IPW-Exons Bestandteil dieser 
komplexen SNURF-SNRPN Sense/UBE3A Antisense-Transkriptionseinheit und 
repräsentieren nicht, wie vorher vermutet, ein unabhängiges nicht kodierendes Gen (Wevrick 
et al., 1994). 
Die SNURF-SNRPN-Transkriptionseinheit dient als Wirtsgen für verschiedene Gene, die für 
kleine nukleoläre RNAs (small nucleolar RNAs, snoRNAs) kodieren (Cavaillé et al., 2000; 
Runte et al., 2001a). Diese snoRNAs liegen in den Introns dieser Transkripte. Sie kommen 
entweder einzeln (HBII-13, HBII-436, HBII-437, HBII-438A und HBII-438B) oder als 
Multigen-Cluster vor (HBII-85 und HBII-52). Das HBII-85-Cluster besteht aus 27 Genkopien 
und das HBII-52-Cluster weiter distal aus 47 Kopien. SnoRNAs sind kleine, metabolisch 
stabile RNAs, die bei der posttranskriptionalen Modifizierung von Nukleotiden ribosomaler 
RNA (rRNA) eine Rolle spielen. Aber auch eine Beteiligung bei der Modifikation von so 
genannten „spliceosomal small nuclear“ RNAs (snRNAs) konnte gezeigt werden. 
SnoRNA-Gene liegen in der Regel in Introns von Haushaltsgenen (Smith und Steitz, 1998; 
Pelczar und Filipowicz, 1998) und werden durch den Spleißprozess freigesetzt und aktiviert 
(Fragapane et al., 1993; Tycowski et al., 1993; Maxwell und Fournier, 1995; Cavaillé und 
Bachellerie, 1996). Aufgrund ihrer Sequenzmotive werden sie in zwei Gruppen unterteilt: 
C/D-Box snoRNAs und H/ACA-Box snoRNAs. Durch Bildung spezifischer Basenpaarungen, 
die das zu modifizierende rRNA-Nukleotid spannen, vermitteln C/D-Box snoRNAs eine 
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2´-O-Ribose-Methylierung und H/ACA snoRNAs eine Pseudouridylierung (Kiss-Laszlo et 
al., 1996; Bachellerie und Cavaillé, 1997; Ganot et al., 1997; Smith und Steitz, 1998). Trotz 
hoher Konservierung ist die Funktion dieser Modifizierungen bisher weitgehend unbekannt. 
Bei den snoRNA-Genen in der PWS- und AS-Region handelt es sich um C/D-Box snoRNAs 
mit charakteristischen Sequenzmotiven (C-, C´-, D´- und D-Boxen) und spezifischen 
Strukturmotiven (short inverted repeats am 5´- und 3´- Ende). Das snoRNA-Gen HBII-437 
enthält jedoch eine degenerierte D-Box. HBII-438A und HBII-438B sind identisch und 
vermutlich durch Duplikation entstanden. In der Region 15q11-q13 werden die snoRNAs 
ausschließlich vom paternalen Allel exprimiert. Während das HBII-52 snoRNA-Gencluster 
gehirnspezifisch exprimiert wird, kann die RNA der anderen snoRNA-Gene auch in anderen 
Geweben nachgewiesen werden. Da keine Komplementarität dieser snoRNAs zu rRNA 
besteht, wird bei ihnen eine andere Funktion vermutet. 
Distal von der PWS-kritischen Region wurde das Gen für die E6-AP Ubiquitin Protein Ligase 
3A (UBE3A) identifiziert (Sutcliffe et al., 1997). Es kodiert für ein Enzym, das Proteine mit 
Ubiquitin markiert und somit der Degradierung durch die Ubiquitin-vermittelte Proteolyse 
zuführt (Scheffner et al., 1995). In bestimmten Gehirnbereichen wird UBE3A, sowohl beim 
Menschen als auch bei der Maus ausschließlich vom maternalen Allel exprimiert (Rougeulle 
et al., 1997; Vu und Hoffmann, 1997; Albrecht et al., 1997). Es wird vermutet, dass die 
geprägte Expression durch das SNURF-SNRPN Sense/UBE3A Antisense-Transkript reguliert 
wird, das am IC startet (siehe Abb. 1.3). 
Bezüglich der Expression in Fibroblasten und Lymphoblasten gibt es gegensätzliche 
Beobachtungen. Während Sutcliffe et al. (1997) eine biallelische Expression des 
UBE3A-Gens beschreiben, zeigen RNA-FISH-Analysen Hinweise auf eine präferentiell 
maternale Expression von UBE3A in Fibroblasten, Lymphoblasten und neuronalen 
Vorläuferzellen (Herzing et al., 2002). Zudem wurde sowohl beim Menschen als auch in der 
Maus ein nicht-gespleißtes, paternal exprimiertes antisense-Transkript des UBE3A-Gens 
identifiziert (Rougeulle et al., 1998; Chamberlain et al., 2001). Weiter distal (200 kb) von 
UBE3A befindet das Gen ATP10C, das im Gehirn ebenfalls ausschließlich vom maternalen 
Allel exprimiert wird (Meguro et al., 2001a; Herzing et al., 2001). Es kodiert für ein putatives 
Protein homolog zu der murinen Aminophospholipid-transportierenden ATPase Atp10c. 
Beide maternal exprimierten Gene sind in der Abbildung 1.2 rot dargestellt. 
Mit Ausnahme der snoRNA-Gene weisen die paternal exprimierten Gene in der PWS- und 
AS-Region eine differentiell methylierte Region in ihrem 5´-Bereich auf, die für die 
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Regulation der paternalen Gene zuständig ist. Während diese Regionen auf dem paternalen 
Allel unmethyliert vorliegen und die paternalen Gene exprimiert werden, führt die 
Methylierung auf dem maternalen Allel zur Stilllegung der paternal exprimierten Gene. Eine 
Ausnahme bilden hier die maternal exprimierten Gene UBE3A und ATP10C. Für diese Gene 
wurde bisher keine differentielle Methylierung beschrieben.  
Die de novo Deletionen betreffen auch Gene, die nicht dem Imprinting unterliegen (in der 
Abb. 1.3 schwarz dargestellt). Zwischen NDN und SNURF-SNRPN befindet sich das 
intronlose Gen C15orf2, das ausschließlich in Testis exprimiert wird (Färber et al., 2000). Im 
distalen Bereich liegen die GABA-Rezeptor-Gene GABRB3, GABRA5 und GABRG3, deren 
Verlust mit einer Modifizierung des AS-Phänotyps diskutiert wird (DeLorey et al., 1998) und 
das P-Gen (pink-eyed dilution-Gen), welches mit Oculocutanem Albinismus Typ 2 (OCA2) 
assoziiert ist. Der Verlust einer Genkopie führt bei Patienten mit AS und PWS und einer 
Deletion von 15q11-q13 zu einer Hypopigmentierung (Spritz et al., 1997).  
1.2.2 Molekulargenetische Ursachen des PWS und AS 
Die betroffenen Gene für PWS und AS liegen eng benachbart auf Chromosom 15 und 
unterliegen dem genomischen Imprinting. Obwohl die beiden Syndrome so unterschiedliche 
Merkmale aufweisen, ist mit rund 70% eine interstitielle de novo Deletion der gesamten 
chromosomalen Region 15q11-q13 die häufigste Ursache für beide Erkrankungen (Butler et 
al., 1990; Knoll et al., 1990; Saitoh et al., 1994; Jiang et al., 1999). Die Deletionen betreffen 
zwar denselben chromosomalen Bereich, sind aber unterschiedlicher elterlicher Herkunft. 
Während bei Patienten mit PWS die Deletion auf dem paternalen Allel liegt (Butler und 
Palmer, 1983; Butler et al., 1986), ist sie bei Patienten mit AS maternal (Knoll et al., 1989; 
Williams et al., 1990). Die Deletionsbruchpunkte kommen in zwei Regionen geclustert vor 
(breakpoint cluster regions, BP). Zwei Bruchpunktcluster (BP 1 und BP 2) befinden sich im 
centromeren Bereich von 15q11-q13 proximal des Markers D15S1035 bzw. proximal des 
Markers D15S543. Ein weiterer Bruchpunktcluster (BP 3) befindet sich im telomerischen 
Bereich distal des P-Gens und dem Marker D15S24 (BP3) (Christian et al., 1995; Christian et 
al., 1999; Chai et al., 2003) (siehe Abb. 1.3). Der Grund für diese Chromosomenbrüche wird 
in den duplizierten Sequenzabschnitten vermutet, die in dieser Region identifiziert werden 
konnten, welche in der Meiose zu fehlerhaften Rekombinationen führen können (Buiting et 
al., 1992; Buiting et al., 1998a; Ji et al., 1999; Amos-Landgraf et al., 1999; Christian et al., 
1999).  
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Eine weitere molekulargenetische Ursache für PWS und AS ist das Vorhandensein von zwei 
Chromosomen 15 gleicher elterlicher Herkunft, eine uniparentale Disomie (UPD). Bei 29% 
der Patienten mit PWS liegt eine maternale UPD  (zwei maternale Chromosomen 15) vor 
(Nicholls et al., 1989; Mascari et al., 1992), das zum Funktionsverlust paternal exprimierter 
Gene führt. Während in nur 1-3% von Patienten mit AS eine paternale UPD (zwei paternale 
Chromosomen 15) vorliegt (Malcolm et al., 1991; Knoll et al., 1991; Jiang et al., 1999). In 
diesem Fall kommt es zum Funktionsverlust maternal exprimierter Gene. Eine UPD entsteht 
als Folge einer Chromosomen-Fehlverteilung (non-disjunction) in der Meiose während der 
Keimzellbildung (siehe Abb. 1.4). Das Risiko für eine UPD nimmt mit steigendem Alter der 
Mutter zu (Robinson, 2000; Mascari et al., 1992). Bei der Befruchtung einer disomen 
Keimzelle entsteht eine trisome Zygote. Aufgrund eines Reparaturvorganges, dem „trisomy 
rescue“ geht eines der Chromosomen verloren. Stammt dieses Chromosom aus der disomen 
Oozyte, entsteht ein normaler monosomaler Karyotyp. Ist es jedoch das Chromosom aus dem 
normalen monosomalen Spermium, liegt eine uniparentale Disomie vor (Engel, 1993). Fand 
die Fehlverteilung in der Meiose I statt, liegen zwei heterozygote uniparentale Chromosomen 
vor (Heterodisomie). Bei einer Fehlverteilung in der Meiose II liegen zwei identische 
uniparentale Chromosomen vor (Isodisomie). Letztere kann auch nach einer Befruchtung 
einer normalen Oozyte mit einem für ein Chromosom nullisomen Spermium entstehen, wenn 
die Monosomie in der entstandenen Zygote durch eine Duplikation des einzelnen 
Chromosoms ausgeglichen wird (monosomy rescue). 
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Abb.  1.4: Entstehung einer uniparentalen Disomie in der weiblichen Meiose durch postzygote Korrektur-
Vorgänge (trisomy bzw. monosomy rescue). Zur Vereinfachung ist nur ein Chromosomenpaar dargestellt. Das 
Methylierungsimprint in der Region 15q11-q13 ist rot dargestellt. 
Einige Patienten mit PWS und AS haben jedoch weder eine Deletion noch eine UPD. Diese 
Patienten (~1% bei PWS und ~4% bei AS) haben einen Imprinting-Defekt (ID). D.h. sie 
haben zwei Chromosomen 15 biparentaler Herkunft, zeigen aber für die gesamte geprägte 
Region eine uniparentale Methylierung und Genexpression (Glenn et al., 1993; Reis et al., 
1994; Sutcliffe et al., 1994; Buiting et al., 1995; Saitoh et al., 1996; Bürger et al., 1997; 
Saitoh et al., 1997; Ohta et al., 1999a; Ohta et al., 1999b; Buiting et al., 1998b; Runte et al., 
2001b). Bei den Patienten mit PWS trägt das väterliche Chromosom eine maternale Prägung, 
während bei Patienten mit AS das mütterliche Chromosom eine paternale Prägung aufweist. 
In etwa 10% der Patienten mit einem Imprinting-Defekt konnte eine Mikrodeletion 
identifiziert werden, die das IC betrifft (Buiting et al., 1995; Saitoh et al., 1996; 
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Schuffenhauer et al., 1996; Ohta et al., 1999a; Ohta et al., 1999b; Buiting et al., 2000), 
welches die Imprint-Umschaltung in cis reguliert. Das IC hat eine zweigeteilte Struktur 
(Buiting et al., 1995) (siehe Abb. 1.3) und erstreckt sich bis Exon 1 von SNURF-SNRPN. Eine 
Deletion des proximalen Bereiches des IC (schwarzer Kreis in Abb. 1.3) führt zu AS. Der 
kleinste überlappende Deletionsbereich (AS smallest region of deletion overlap, AS-SRO) ist 
hier 880 bp groß und befindet sich 35 kb proximal von SNURF-SNRPN.  Das AS-SRO ist für 
die Etablierung des mütterlichen Imprints in der weiblichen Keimbahn verantwortlich. Die 
Deletion der distalen Region des IC führt dagegen zu PWS (Bielinska et al., 2000; El-Maarri 
et al., 2001). Der kleinste überlappende Deletionsbereich (PWS-SRO) ist in diesem Fall 
4.3 kb groß und spannt Exon 1 von SNURF-SNRPN. Das PWS-SRO spielt zwar keine Rolle 
in der Etablierung des väterlichen Imprints in der männlichen Keimbahn, ist aber notwendig 
für die Aufrechterhaltung des Imprints in den somatischen Zellen. Familiäre IC-Deletionen 
kommen am häufigsten vor und sind bei AS immer von der Mutter und dem mütterlichen 
Großvater ererbt, während sie bei PWS immer von dem Vater und der väterlichen Großmutter 
ererbt sind. In einigen Fällen konnte keine familiäre IC-Deletion nachgewiesen werden. Die 
IC-Deletion ist demnach in diesen Patienten de novo entstanden, oder aber sie ist die 
Konsequenz eines Keimbahn-Mosaiks (Buiting et al., 2003).  
In der Mehrzahl der Patienten mit einem Imprinting-Defekt (85% - 90%) ist die Epimutation 
ohne vorherige DNA-Sequenz-Veränderung entstanden (primäre Epimutation) (Buiting et al., 
2003). Während bei AS-Patienten das Chromosom 15 mit dem Imprinting-Defekt sowohl von 
der mütterlichen Großmutter als auch vom mütterlichen Großvater vererbt wird, stammt das 
falsch geprägte Chromosom 15 bei PWS ausschließlich von der väterlichen Großmutter 
(Buiting et al., 2003). D.h. die epigenetische Prägung von chromosomalen Bereichen wird 
von einer Generation zur nächsten nicht komplett gelöscht und somit weitervererbt. Man 
spricht von einer Epigenetischen Vererbung (epigenetic inheritance). 
Bei 25% aller Patienten mit AS wird eine Mutation im UBE3A-Gen vermutet. Bislang konnte 
das in 10-15% dieser Patienten auch tatsächlich nachgewiesen werden (Kishino et al., 1997; 
Matsuura et al., 1997; Jiang et al., 1999). Liegt die Mutation auf dem mütterlichen 
Chromosom, wird in den Zellen, die UBE3A monoallelisch exprimieren, kein 
funktionsfähiges Enzym gebildet und es resultiert ein AS. In den restlichen 10% konnte keine 
der bisher genannten Ursachen festgestellt werden. Da bei PWS bislang keine Mutation in 
einem der paternal exprimierten Genen nachgewiesen wurde, lässt das vermuten, dass PWS 
durch den Verlust oder die Inaktivierung mehrerer paternal exprimierter Gene entsteht 
(contiguous gene syndrome) (Nicholls et al., 1998). 
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1.2.3 Mausmodelle für Defekte in der PWS- und AS-Region 
Für Defekte in der PWS- und AS-Region sind verschiedene Mausmodelle generiert worden. 
Die orthologe Region zu 15q11-q13 beim Menschen befindet sich auf Chromosom 7 der 
Maus. Die homologen ebenfalls geprägten Gene sind ähnlich angeordnet wie beim Menschen 
(Chaillet et al., 1991). Sowohl eine maternale Duplikation der orthologen Mausregion auf 
Chromosom 7 (Cattanach et al., 1992), als auch eine paternale Deletion der PWS- und AS-
Region durch eine transgene Insertion (Gabriel et al., 1999) resultieren in einem PWS-
ähnlichen Phänotyp. Die Knock-out Maus für das MKRN3-Homolog Zfp127 ist lebensfähig, 
fertil und nicht fettleibig (Jong et al., 1999b). Während ein Mausstamm mit einer paternalen 
Deletion von Necdin keine Auffälligkeiten zeigte (Tsai et al., 1999b), resultierte eine ähnliche 
Deletion in anderen Mausstämmen in postnataler Letalität, die vermutlich durch 
respiratorische Probleme verursacht wird  (Gerard et al., 1999; Muscatelli et al., 2000). 
Mäuse mit einer Deletion von Snurf-Snrpn Exon 2 (Tsai et al., 1999a) und Mäuse mit einer 
Nullmutation für SmN (Yang et al., 1998) zeigen keinen auffälligen Phänotyp. Auch bei der 
Maus wird die gesamte Region durch ein IC reguliert, was durch eine heterozygote Knock-
Out Maus, bei der die Exons 1-6 des Snurf-Snrpn-Gens sowie das putative PWS-IC deletiert 
waren, gezeigt werden konnte. Dadurch kam es zum Expressionsverlust von mkrn3, Ndn und 
Ipw und zu  einem PWS-Phänotyp (Yang et al., 1998). Mäuse mit einer paternalen Deletion 
der Region von Snurf-Snrpn bis Ube3a zeigen ebenfalls einen PWS-ähnlichen Phänotyp. Sie 
sind klein, hypoton und sterben bald nach der Geburt (Tsai et al., 1999a; Chamberlain et al., 
2004). Hingegen führt eine Deletion der Region von Ipw bis einschließlich Ube3a zu keinem 
auffälligen Phänotyp (Nicholls, 1999; Goss et al., nicht publiziert; Tsai et al., 1999a; Ding et 
al., 2005). Einen AS-ähnlichen Phänotyp konnte man bei Mäusen mit einem Ube3a-Nullallel 
auf dem maternalen Chromosom beobachten (Jiang et al., 1998). Diese Tiere waren fertil und 
zeigten Verhaltensauffälligkeiten wie z.B. Defizite in Motorik und Koordination, 
Lernschwierigkeiten und Krampfanfälle. Auch eine partielle paternale UPD des 
Mauschromosom 7 führt zu einem AS-ähnlichen Phänotyp (Cattanach et al., 1997). Maternale 
Deletionen des Gens Atp10c führen bei Mäusen zu einer Zunahme des Körperfetts (Dhar et 
al., 2000). 
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1.3 Zielsetzung 
Für die molekulargenetische Diagnostik bei Patienten mit PWS und AS nutzt man die 
elternspezifische (differentielle) Methylierung im Promoterbereich und Exon 1 des 
SNURF-SNRPN-Gens. Bei Patienten mit einem AS, die entweder eine große de novo Deletion 
des chromosomalen Bereichs 15q11-q13, eine paternale UPD oder einen Imprinting-Defekt 
haben, sieht man in der methylierungsspezifischen PCR (MS-PCR, Zeschnigk et al., 1997) 
ein für AS typisches Methylierungsmuster: die Anwesenheit der unmethylierten paternalen 
Bande und das Fehlen einer methylierten maternalen Bande. Bei einigen Patienten mit AS 
und einem Imprinting-Defekt ohne IC-Deletion fiel jedoch eine schwache maternale Bande 
auf, was auf einen Methylierungs-Mosaik deutet. Im Rahmen dieser Arbeit sollte untersucht 
werden, ob bei diesen Patienten tatsächlich ein somatisches Mosaik vorliegt und wenn ja, 
sollte der Anteil der normal methylierten Zellen bestimmt werden. Des Weiteren sollte 
untersucht werden, ob der Grad des Mosaiks mit der Schwere des Phänotyps korreliert und 
zudem der Zeitpunkt der ID-Entstehung näher eingegrenzt werden. 
Zwei Mausmodelle mit unterschiedlichen, überlappenden Deletionen der Region zwischen 
SNURF-SNRPN und UBE3A weisen darauf hin, dass die snoRNA-Gene HBII-13, HBII-436, 
HBII-437, HBII-438A und das snoRNA-Gencluster HBII-85, die in dieser Region liegen, 
mögliche Kandidatengene für Teilaspekte des PWS-Phänotyps sind. Eine Analyse von 
Patienten mit PWS, die nur Teilaspekte des PWS Phänotyps aufweisen, soll Aufschluss 
darüber geben, inwiefern strukturelle Veränderungen oder Deletionen in dieser snoRNA Gene 
zur phänotypischen Ausprägung des PWS beitragen. 
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2. MATERIAL UND METHODEN 
2.1 Material 
2.1.1 Chemikalien 
Die Chemikalien wurden, wenn nicht gesondert aufgeführt, von den Firmen Boehringer 
Mannheim (Mannheim), Merck (Darmstadt), Sigma (Heidelberg), Serva (Heidelberg), 
Invitrogen (Karlsruhe) und GibcoBRL (Eggenstein) in pro analysis Qualität bezogen. Die 
Radiochemikalien wurden von der Firma Amersham Biosciences (Freiburg) bezogen. 
2.1.2 Standardlösungen und Medien 
Standardlösungen: 
10x Ladepuffer: 0.25% Bromphenolblau oder Xylenblau, 15% Ficoll, 10 mM EDTA 
PBS:  137 mM NaCl, 2.7 mM KCl, 4.3 mM Na2HPO4, 1.4 mM KH2PO4 
SSC:   150 mM NaCl, 15 mM Na3-Citrat 
TAE-Puffer:  40 mM Tris-Acetat, 1 mM EDTA 
TE:   10 mM Tris-HCl pH 7.8, 1 mM EDTA 
NaCl/EDTA-Lösung: 75 mM NaCl, 24 mM EDTA 
 
Standardmedien: 
LB-Medium:  1% Trypton, 0.5% Hefeextrakt, 1% NaCl 
LB-Platten: LB-Medium, 1.2% Bacto-Agar (Difco), 100 µg/ml Ampicillin, 
16 µg/ml X-Gal 
2.1.3 Enzyme 
Restriktionsenzyme: 
Die Restriktionsenzyme wurden von den Firmen Boehringer Mannheim, GibcoBRL und 
Roche Diagnostics (Mannheim) bezogen. 
 
Weitere Enzyme 
AmpliTaq®-Polymerase    (Perkin Elmer, Heidelberg) 
DNA-Polymerase I, Klenow-Fragment  (Boehringer Mannheim) 
Proteinase K      (Boehringer Mannheim) 
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T4-DNA-Ligase    (Boehringer Mannheim, Promega Mannheim) 
Advatage-HF 2 Polymerase Mix  (Clontech) 
Ribonuklease A    (Boehringer Mannheim) 
Ribonuklease T1    (Boehringer Mannheim) 
2.1.4 Vektoren 
PGEM® -T Easy (Promega) 
2.1.5 Bakterienstämme 
E.coli DH5α: endA1, hsdR17, supE44, thi-1, λ-, recA, gyrA96, relA1 
2.1.6 Klone 
Der genomische Klon 132D4 (Brownstein et al., 1989) enthält den Marker D15S10 und 
wurde über das RessourcenZentrum/Primär Datenbank (RZPD), Berlin, bezogen. Das 600 kb 
große Insert wurde an der Klonierungsstelle für EcoRI in den pYAC4-Vektor kloniert. 
2.1.7 Oligonukleotide  
Die verwendeten Oligonukleotide oder Primer, die nicht bereits im Institut etabliert waren, 
wurden mit dem Programm Primer3 (http://www-genome.wi.mit.edu/cgi-
bin/primer/primer3_www.cgi) ausgesucht. 
2.1.7.1 Oligonukleotide für die X-Inaktivierungs-Untersuchung 
Für die X-Inaktivierungs-Untersuchung wurden die Primer in der Tabelle 2.1 verwendet 
(Fu et al., 1991). 
Tabelle 2.1: Primer für die X-Inaktivierungs-Untersuchung. 
Name des Primers Sequenz des Primers (5´ - 3´ Orientierung) 
CGG-F GCT CAG CTC CGT TTC GGT TTC ACT TCC GGT 
CGG-R (6FAM)-AGC CCC GCA CTT CCA CCA CCA GCT CCT CCA 
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2.1.7.2 Oligonukleotide für die Klonierung von Bisulfit-DNA 
Mit den in Tabelle 2.2 genannten Oligonukleotiden (El-Maarri et al., 2001) wurden PCRs in 
der SNRPN Promoterregion durchgeführt. Die erste PCR wurde bei einer Annealing-
Temperatur von 67°C durchgeführt und die Nested-PCR bei 62°C. 
Tabelle 2.2: Primer für die Klonierung von Bisulfit-DNA. 
Name des Primers Sequenz des Primers (5´ - 3´ Orientierung) 
BISNP-F1 TCC AAA ACA AAA AAC TTT AAA ACC CAA ATT C 
BISNP-R1 AGG TTT TTT TTT ATT GTA ATA GTG TTG TGG GG 
BISNP-F2 TCA ATA CTC CAA ATC CTA AAA ACT TAA AAT ATC 
BISNP-R2 TGT GGG GTT TTA GGG GTT TAG TAG TTT TTT TTT TTT AGG 
 
2.1.7.3 Hybridisierungssonden 
Die 3 kb große cDNA-Sonde IPWE4E3 wurde mit dem Restriktionsenzym EcoRI aus dem 
Klon IPWE4.2 ausgeschnitten. Die 353 bp große Sonde D15S1542 wurde mit den Primern 
NG89 und NG90  (siehe Tabelle 2.3) aus genomischer DNA amplifiziert. Eine dritte 196 bp 
große Sonde wurde mit den Primern NG79 und NG80 amplifiziert. Die Primer und die 
Sequenz der durch sie amplifizierten PCR-Produkte wurde mit Hilfe des Blast-Programms 
von NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/) nach homologen Bereichen in anderen 
chromosomalen Regionen analysiert, um Kreuzhybridisierungen zu vermeiden.  
Tabelle 2.3: Spezifische Oligonukleotide für Hybridisierungssonden. 
Name des Primers Sequenz des Primers (5´ - 3´ Orientierung) 
NG79 GTG CTT GTT TGG ATC GAT GA 
NG80 GCC CTC TTC GGA GAG ATA G 
NG89 GGC CTG AGG TCA GAG TTC AC 
NG90 ATA CCC ATG CCA TTC TGT GG 
 
2.1.8 Patienten 
2.1.8.1 Patienten mit AS und einem atypischen Methylierungsmuster 
Die klinische Diagnose bei den einzelnen Patienten wurde von verschiedenen Human-
Genetikern gestellt. Bei allen Patienten konnte molekulargenetisch eine große Deletion und 
eine UPD ausgeschlossen und ein Imprinting-Defekt ohne IC-Deletion bestätigt werden. Eine 
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methylierungsspezifische PCR (MS-PCR; Zeschnigk et al., 1997) bei diesen Patienten zeigte 
jedoch ein auffälliges Muster am SNURF-SNRPN-Locus. Anstelle eines AS-typischen 
Methylierungsmusters mit einer einzelnen paternalen Bande, zeigten diese Patienten eine 
zusätzliche schwache maternale Bande. 
2.1.8.2 Patienten mit PWS-ähnlichem Phänotyp bzw. Teilsymptomen für PWS 
Eine Anzahl von Patienten, die uns mit der Verdachtsdiagnose PWS zur 
molekulargenetischen Diagnostik zugesandt wurden, zeigten einen PWS-ähnlichen Phänotyp 
oder eine mentale Retardierung in Verbindung mit Übergewicht bzw. bestimmte Teilsyptome 
für PWS, wie (geringes Geburtsgewicht (< -2 Standardabweichung) oder Kleinwuchs). 
Mittels molekulargenetischer Untersuchungen konnte die Verdachtsdiagnose PWS nicht 
bestätigt werden. Maus-Daten geben Hinweise darauf, dass snoRNA-Gene zwischen 
Snurf-Snrpn und den Ipw-Exons für einen PWS-ähnlichen Phänotyp verantwortlich sein 
könnten (Tsai et al., 1999; Chamberlain et al., 2004). Daher wurden vier Patienten-Kollektive 
mit unterschiedlichen Methoden auf Deletionen von snoRNAs untersucht. Das waren: 14 
Patienten mit einem PWS-ähnlichen Phänotyp, 90 konsekutive Patienten mit Verdacht auf 
PWS, die in der MS-PCR eine normale Methylierung zeigten und mental retardiert und 
übergewichtig sind, 33 ebenfalls konsekutive Patienten mit Verdacht auf PWS, einer 
normalen Methylierung, mentaler Retardierung, Übergewicht und zusätzlich einem geringen 
Geburtsgewicht (< -2 Standardabweichung) und 146 Patienten mit einer konstitutionellen 
Entwicklungsverzögerung (Kleinwuchs). 
Die DNA der Patienten mit Kleinwuchs wurde uns von Dipl.-Math. Astrid Dempfle vom 
Institut für Medizinische Biometrie und Epidemiologie zur Verfügung gestellt. Die Diagnose 
wurde eingeteilt nach der Knochenalterretardierung (>1 Jahr = Konstitutionelle 
Entwicklungsverzögerung (KEV)) und der elterlichen Größe (Zielgrößenbereich des Kindes, 
ermittelt aus elterlicher Durchschnittsgröße, liegt unter der 5. Perzentile = familiärer 
Kleinwuchs). Von den 150 Patienten haben etwa 10% einen idiopathischen Kleinwuchs 
(Knochenalterretardierung weniger als 1 Jahr und elterliche Größe im Normbereich), ca. 35% 
eine Knochenalterretardierung (KEV), ca. 10% einen reinen familiären Kleinwuchs und gut 
40% sowohl KEV als auch familiären Kleinwuchs (persönliche Mitteilung von Frau Dempfle 
und Wudy et al., 2005). 
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2.2 Methoden 
2.2.1 Isolierung von DNA aus peripherem Blut 
Zur Präparation von genomischer DNA aus Blut wurden zwei unterschiedliche Methoden von 
der Firma Qiagen verwendet. War genug Blut vorhanden (1-3 ml) und wurde eine größere 
Menge von DNA benötigt, wurde die FlexiGene-Methode (2.2.1.1) angewandt. Die andere 
Alternative war die automatisierte Präparation mit dem BioRobot EZ1 Workstation. Hierfür 
reichten kleinere Mengen von Blut (200-350 µl) aus (2.2.1.2). 
2.2.1.1 DNA-Präparation mit FlexiGene 
Zu 7.5 ml FG1-Puffer wurden 3 ml EDTA-Blut, das entweder frisch abgenommen oder 
bereits bei -20°C lagerte gegeben und fünfmal invertiert. Die Zellkerne wurden 
abzentrifugiert (5 min 2000 x g) und der Überstand verworfen. Zum Pellet wurden 1.5 ml mit 
Protease versetzter FG2-Puffer gegeben. Das Pellet wurde auf dem Vortexer homogenisiert, 
der Ansatz dreimal invertiert und 10 min bei 65°C im Wasserbad inkubiert. Zur 
anschließenden Fällung der DNA wurden 1.5 ml 100% Isopropanol zugegeben. Durch 
mehrmaliges Invertieren wurde die DNA präzipitiert und der Ansatz für 3 min bei 2000 x g 
zentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen und das Pellet in 1.5 ml 70% Ethanol 
gewaschen. Nach einer Zentrifugation von 3 min bei 2000 x g, wurde der Überstand 
verworfen, das Pellet 5 min an der Luft getrocknet und in 300 µl FG3-Puffer 1 h im 
65°C-Heizblock und anschließend bei RT über Nacht auf dem Roller gelöst. 
2.2.1.2 DNA-Präparation mit dem BioRobot EZ1 Workstation 
Die Präparation von DNA mit dem BioRobot EZ1 von Qiagen funktioniert vollautomatisch 
und nach dem Prinzip der magnetischen Trennung. Die einzelnen Schritte sind im Folgenden 
kurz zusammengefasst: Die Zellen werden mit Proteinase K aufgeschlossen und mit 
magnetischen Partikeln gemischt, an die die DNA bindet. Durch ein magnetisches Feld 
werden die Partikel mit der DNA von dem Rest abgetrennt. Nach einem Waschschritt wird 
das magnetische Feld abgestellt und die DNA eluiert. 
2.2.2 Isolierung von DNA aus Fibroblasten 
Die mittels Trypsin/EDTA gelösten und in 1.5 ml Reaktionsgefäße überführten Zellen 
(2.2.15) wurden 5 min bei 300 g zentrifugiert und der Überstand verworfen. Die Fibroblasten 
wurden mit 1 ml NaCl/EDTA gewaschen und 5 min bei 300 g zentrifugiert. Der Überstand 
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wurde verworfen, die Zellen in 500 µl NaCl/EDTA, 5 µl 10% SDS und 10 µl Proteinase K 
aufgenommen, kurz auf dem Vortexer gemischt und über Nacht bei 37°C inkubiert. Am 
nächsten Morgen wurden 250 µl kaltes Chloroform mit Isoamylalkohol (96%, 4%) und 
250 µl Phenol dazupipettiert, der Ansatz durch fünfmaliges Invertieren vorsichtig gemischt 
und 2 min bei 13000 rpm zentrifugiert. Die oberste Schicht mit der DNA wurde vorsichtig 
abgenommen und in ein neues Röhrchen überführt. Nachdem dieser Schritt noch einmal  
wiederholt wurde, wurden 500 µl Chloroform mit Isoamylalkohol dazupipettiert, der Ansatz 
vorsichtig gemischt und 2 min bei 13000 rpm zentrifugiert. Der Überstand wurde in ein neues 
Röhrchen überführt. Nach einer Wiederholung dieses Schrittes wurde der Überstand zur 
Fällung der DNA mit 50 µl NaOAc und 1 ml absolutem Ethanol versetzt. Mit einer 
zugeschmolzenen Pasteurpipette wurde die DNA aus dem Ansatz gefischt, in 70% Ethanol 
gewaschen, 15 min an der Luft getrocknet und in 100 µl TE gelöst. 
2.2.3 Präparation von Plasmid-DNA 
Die Vermehrung der Bakterien erfolgte im LB-Medium mit 100 µg/ml Ampicillin und wurde 
über Nacht im Schüttelinkubator (New Brunswick Scientific G26) bei 37°C und 275 rpm 
inkubiert. Die Präparation erfolgte bis auf wenige Modifikationen nach dem Protokoll der 
Firma Qiagen, das auf der Alkali-Lyse-Methode von Birnboim und Doly (1979) beruht. Die 
Zusammensetzung der Puffer 1-3 ist in den Präparationsprotokollen für die analytische 
Präparation und die Präparation im großen Maßstab identisch. 
Für die analytische Präparation wurde eine Bakterienkolonie über Nacht in 5 ml Medium 
inkubiert. 1.5 ml der Übernachtkultur (ÜNK) wurden 5 min bei 15000 g zentrifugiert und das 
Pellet wurde in 300 µl Puffer 1 (50 mM Tris-HCl pH 8.0, 10 mM EDTA pH 8.0, 100 µg/ml 
RNase A) aufgenommen. Nach Zugabe von 300 µl Puffer 2 (200 mM NaOH, 1% SDS) wurde 
3 min bei RT inkubiert. Anschließend wurden 300 µl Puffer 3 (3 M KOAc pH 5.5) zugegeben 
und 15 min bei 11500 g und 4°C zentrifugiert. Der Überstand wurde abgenommen, 500 µl 
Ethanol hinzu gegeben und die DNA durch Zentrifugation (25 min bei Raumtemperatur und 
11500 g) pelletiert. Das Pellet wurde mit 250 µl 70% Ethanol gewaschen, getrocknet und in 
20 µl RNase-Lösung (50 µg/ml RNase A, 20 Units RNAse T1 in H2O) gelöst und 1 h bei 
37°C inkubiert.  
Um im großen Maßstab Plasmid-DNA zu gewinnen, wurden 150 ml Medium mit 0.5 ml einer 
ÜNK angeimpft und über Nacht bei 37°C und 225 rpm inkubiert. Die Zellen wurden pelletiert 
(10 min bei 9950 g und 4°C) und in 10 ml Puffer 1 resuspendiert. Danach wurden 10 ml 
Puffer 2 zugegeben und der Ansatz 3 min bei RT inkubiert. Die Suspension wurde mit 10 ml 
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gekühltem Puffer 3 versetzt und 20 min auf Eis gestellt. Die Zellreste wurden durch 
Zentrifugation (20 min bei 4°C und 13800 g) pelletiert. Der Überstand wurde abgenommen, 
erneut zentrifugiert (15 min bei 4°C und 13800 g) und auf eine Qiagen 500 
Ionenaustauschsäule gegeben, die zuvor mit 10 ml QBT (750 mM NaCl, 50 mM MOPS pH 
7.0, 15% Ethanol, 0.15% Triton X-100) äquilibriert worden ist. Die an das Säulenmaterial 
gebundene DNA wurde zweimal mit je 30 ml QC-Puffer (1 M NaCl, 50 mM MOPS pH 7.0, 
15% Ethanol) gewaschen und anschließend mit 15 ml QF-Puffer (1.25 M NaCl, 50 mM Tris-
HCl pH 8.5, 15% Ethanol) eluiert. Die Fällung der DNA erfolgte durch Zugabe von 10 ml 
Isopropanol und Zentrifugation (20 min bei 14000 g und RT). Die DNA wurde mit 70% 
Ethanol gewaschen, getrocknet und in 100 µl RNase-Lösung aufgenommen. Abschließend 
erfolgte eine einstündige Inkubation bei 37°C. 
2.2.4 Konzentrationsbestimmung von DNA 
Für die Bestimmung der Konzentration wurde die DNA in Wasser verdünnt und die 
Absorption bei 260 und 280 nm in dem Spektralphotometer Ultrospec III von Pharmacia 
gemessen. Die optische Dichte (OD) von 1 bei 260 nm entspricht 50 µg/ml doppelsträngiger 
DNA. Die OD260-Werte wurden mit dem Faktor 50 und dem Verdünnungsfaktor multipliziert. 
Bei proteinfreier DNA beträgt der Quotient aus der OD260 und der OD280 etwa 1.8. 
Alternativ wurde die DNA-Konzentration durch Auftragung eines Aliquots neben 12 µl 
λHindIII-Größenstandard auf einem Agarosegel und anschließendem Vergleich der 
Intensitäten der Banden abgeschätzt. Dabei entsprach das 23 kb große Fragment des λHindIII-
Größenstandards einer DNA-Menge von 150 ng. 
2.2.5 Restriktionsspaltung von DNA 
Für die Restriktionsspaltung wurden 2 µg genomische DNA mit 10 bis 20 Units des 
jeweiligen Restriktionsenzyms und dem erforderlichen 1x Restriktionspuffer in einem 
Reaktionsvolumen von 20 µl gemischt. Durch Zugabe von 0.1 µg/µl BSA wurden die 
Restriktionsenzyme stabilisiert. Die Restriktion genomischer DNA benötigte mindestens 6 h 
bei der für das Restriktionsenzym optimalen Temperatur. Beim Schneiden der DNA durch 
zwei verschiedene Restriktionsenzyme musste jeweils die optimale Salzkonzentration im 
Puffer berücksichtigt werden. Zunächst wurde mit dem Enzym geschnitten, das eine 
niedrigere Salzkonzentration benötigte, anschließend wurde die höhere Salzkonzentration in 
einem Reaktionsvolumen von 40 µl eingestellt und das zweite Enzym zugegeben. 
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2.2.6 Bisulfit-Behandlung von DNA 
Durch die Bisulfit-Behandlung wird die DNA so verändert, dass in der Sequenz identische 
methylierte und unmethylierte Allele, voneinander unterschieden werden können (Olek et al., 
1996). Dabei werden unmethylierte Cytosin-Reste in CpG-Dinukleotiden (CpGs) durch 
Uracil und diese in der nachfolgenden methylierungsspezifischen PCR (MS-PCR, Zeschnigk 
et al., 1997) durch Thymin ersetzt. 
Für die Bisulfit-Behandlung wurden 2 µg DNA mit Wasser auf ein Volumen von 50 µl 
gebracht. Zur Denaturierung der DNA wurden 5.5 µl 3 M NaOH dazupipettiert. Der Ansatz 
wurde 15 min bei 37°C und 2 min bei 95°C im vorgeheizten Heizblock inkubiert und sofort 
auf Eis gestellt. Für die Bisulfit-Lösung wurden 8.5 g Sodium Bisulfit in 15 ml Wasser gelöst. 
Nach Zugabe von 0.9 ml 50 mM Hydrochinon und 1000 µl 10 N NaOH wurde das Volumen 
mit Wasser auf 20 ml gebracht. Zu der denaturierten DNA wurden 500 µl der Bisulfit-Lösung 
gegeben und der Ansatz über Nacht bei 50°C im Dunkeln inkubiert. 
Für die Aufreinigung der Bisulfit-behandelten DNA wurde das Wizard® DNA Clean-Up 
System von Promega verwendet. Dazu wurde die DNA mit 1 ml Wizard-Lösung gemischt 
und in einen Kolben pipettiert, der mit einer Säule verbunden und auf eine Vakuum-
Apparatur aufgesteckt war. Nachdem das Vakuum angelegt wurde und die Lösung durch die 
Säule durchgelaufen war, wurde die DNA mit 2 ml 80% Isopropanol gewaschen. Die Säulen 
wurden weitere 30 sec getrocknet, auf 1.5 ml Reaktionsgefäße gesteckt und 2 min bei 10000 
rpm zentrifugiert, um das überschüssige Isopropanol zu entfernen. Auf die Säule wurden 
50 µl auf 65°C-warmes Wasser pipettiert. Nach einer Minute wurden die Säulen auf neue 
Reaktionsgefäße übertragen und 20 sec bei maximaler Geschwindigkeit zentrifugiert. 
Die Bisulfit-behandelte und aufgereinigte DNA wurde mit 5.5 µl 3 M NaOH 15 min bei 37°C 
denaturiert. Anschließend wurde sie mit 55 µl 6 M NH4OAc, 1 µl Glycogen und 350 µl 
absolutem Ethanol präzipitiert. Nach einer 20 min Zentrifugation bei 13000 rpm wurde das 
durch das Glycogen sichtbare Pellet mit 300 µl 70% Ethanol gewaschen und 5 min bei 
13000 rpm zentrifugiert. Zuletzt wurde das Pellet an der Luft getrocknet und in 30 µl Wasser 
aufgenommen. 
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2.2.7 Polymerase-Kettenreaktion (PCR) 
Die Polymerase-Ketten-Reaktion (polymerase chain reaction, PCR) (Saiki et al., 1985) wird 
für die Vervielfältigung (Amplifikation) von spezifischen DNA-Fragmenten eingesetzt. 
Ausgehend von einer geringen Menge an DNA können hohe Konzentrationen der Ziel-DNA 
produziert werden. Die Reaktionen wurden mit der thermostabilen AmpliTaq® DNA 
Polymerase (Perkin Elmer) in 200 µl Reaktionsgefäßen oder 96-Lochplatten („Optical 
Plates“, Applied Biosystems) durchgeführt. Aufgrund der unterschiedlichen Komplexität 
wurden von genomischer DNA ca. 100 ng und von Phagen- und Plasmid-DNA je 1 pg in 
einer 50 µl-Reaktion eingesetzt. Weiterhin enthielt der Reaktionsansatz 2.5 Units AmpliTaq® 
Polymerase, je 4 pmol 5´- und 3´- Primer, je 0.2 mM der dNTPs und 1x Reaktionspuffer 
(50 mM KCl, 10 mM Tris-HCL (pH 8.3), 1.5 mM MgCl2, 0.001% Gelatine). Die 
Reaktionszeiten waren wie folgt: Nach einer initialen Denaturierung von 2 min bei 95°C 
folgten 35 Zyklen aus je 15 sec Denaturierung bei 95°C, 30 sec Annealing und 30 sec 
Elongation bei 72°C und anschließend eine verlängerte Syntheseperiode von 7 min bei 72°C, 
um das Problem der Template-unabhängigen Addition von Nukleotiden zu umgehen (Clark, 
1988; Smith et al., 1995). Die Annealing-Temperatur richtete sich nach der 
Zusammensetzung der in einer PCR-Reaktion kombinierten Primer. 
2.2.8 Gelelektrophorese 
Zur Überprüfung der PCR-Effizienz und zur Produktmengenabschätzung sowie für die 
Southern-Blot-Analyse wurden 1 – 2.5% ige Agarosegele hergestellt. Die Agarose wurde in 
1x TAE-Puffer aufgekocht, mit 0.4 µg/ml Ethidiumbromid versetzt und in horizontale 
Gelkammern unterschiedlicher Größe gegossen. Nach dem Auskühlen wurden von 50 µl 
umfassenden PCR-Ansätzen jeweils 15 µl aufgetragen. Dazu wurden die Proben mit 
Ladepuffer gemischt (Endkonzentration 1x) und bei ca. 3 V/cm Elektrodenabstand in 
1x TAE-Puffer mit 0.4 µg/ml Ethidiumbromid aufgetrennt. Als Größenstandards dienten die 
1 kb-Leiter (Invitrogen), Msp1-gespaltene pUC19-DNA (MBI Fermentas) und HindIII-
geschnittene Lambda-Phagen-DNA (Boehringer). Die Gele wurden auf einem 
Transilluminator unter UV-Licht (302 nm) begutachtet, mit einem digitalen 
Fotodokumentationssystem (Herolab) fotografiert und die Fotos auf Thermopapier 
ausgedruckt. 
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2.2.9 Aufreinigung von DNA-Fragmenten 
DNA-Fragmente, die aus einer PCR stammten, wurden für die Sequenzierung und 
Subklonierung von unspezifischen DNA-Fragmenten, Nukleotiden, Primern, Proteinen und 
sonstigen Verunreinigungen befreit. Die Aufreinigung erfolgte nach einer der folgenden 
Methoden. 
2.2.9.1 Microcon-Methode 
Zur Aufreinigung von PCR-Produkten wurde das Volumen der PCR-Reaktion mit Wasser auf 
500 µl erhöht und in einen Filtereinsatz eines „Microcon-100 Mikrokonzentrators“ (Amicon) 
pipettiert. Nach Zentrifugation für 15 min bei 500 g wurde das Eluat, welches Salze, Primer 
und Nukleotide enthält verworfen. Es wurden erneut 500 µl Wasser auf die Säule pipettiert 
und nochmals zentrifugiert. Nun wurde der Filtereinsatz umgedreht, in ein neues Gefäß 
überführt und 2 min bei 500 g zentrifugiert. Danach lagen die DNA-Fragmente in einem 
Volumen von ca. 10 µl vor. 
2.2.9.2 Aufreinigung mit dem MinElute PCR-Purification Kit (Qiagen) 
Zur Aufreinigung des PCR-Produkts wurden 5 Volumen Puffer PB dazupipettiert, gemischt 
und auf die Säule eines „MinElute“-Gefäßes überführt. Zum Binden der DNA an die Säule 
wurde für 1 min bei 10000 g zentrifugiert und das Filtrat verworfen. Anschließend wurde die 
DNA gewaschen. Dazu wurden 750 µl Puffer PE auf die Säule gegeben und für 1 min bei 
10000 g zentrifugiert. Um eventuelle Ethanolreste zu entfernen, wurde die Zentrifugation 
wiederholt. Für die Elution wurde das „MinElute“-Gefäß in ein neues 1.5 ml Reaktionsgefäß 
überführt und 10 µl Wasser mittig auf die Säule pipettiert. Nach Inkubation von 1 min und 
abschließender Zentrifugation lag die aufgereinigte DNA in einem Volumen von ca. 10 µl 
vor. 
2.2.9.3 Aufreinigung mit dem MinElute Gel Extraction Kit (Qiagen) 
Das zu aufreinigende DNA-Fragment wurde mit einem Skalpell aus dem Agarosegel 
ausgeschnitten und in ein 1.5 ml Reaktionsgefäß überführt. Zum Lösen der Agarose wurde 
1 Volumen Puffer QG hinzugefügt und es folgte eine Inkubation von 10 min bei 50°C, wobei 
das Lösen durch mehrmaliges Schütteln auf einem Vortexer erleichtert wurde. Die DNA 
wurde durch Zugabe von 1 Gelvolumen Isopropanol präzipitiert und der gesamte Ansatz auf 
die Säule eines „MinElute“-Gefäßes pipettiert. Zum Binden der DNA an die Säule wurde für 
1 min bei 10000 g zentrifugiert und das Filtrat verworfen. Nun wurden 500 µl Puffer QG auf 
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die Säule gegeben und wiederum zentrifugiert. Es folgte ein Waschschritt mit 750 µl 
ethanolhaltigem Puffer PE mit anschließender Zentrifugation für 1 min. Zum Entfernen 
möglicherweise verbliebener Ethanolreste wurde die Zentrifugation wiederholt. Für die 
Elution wurde das „MinElute“-Gefäß in ein neues 1.5 ml Reaktionsgefäß überführt und 11 µl 
Wasser mittig auf die Säule pipettiert. Nach einer Inkubation von 1min und abschließender 
Zentrifugation lag die aufgereinigte DNA in einem Volumen von ca. 10 µl vor. 
2.2.10 Realtime-PCR (TaqMan®) 
Die Realtime quantitative PCR ermöglicht die Quantifizierung von DNA und RNA PCR-
Produkten durch die Detektion eines Fluoreszenzsignals, dessen Zunahme sich proportional 
zu der Mengenzunahme eines PCR-Produktes verhält (Heid et al., 1996). Im Rahmen der 
vorliegenden Arbeit wurde zur relativen Quantifizierung von methylierten Allelen (2.2.10.1) 
und zur Detektion von Deletionen (2.2.10.2) mit dem so genannten TaqMan®-System 
gearbeitet. Hierbei wurden mit Hilfe des Computerprogramms „Primer-Express“ (Applied 
Biosystems) Primer mit einer Annealing-Temperatur von 58°C in den zu untersuchenden 
Bereich gelegt. Gleichzeitig bestimmte das Programm eine MGB TaqMan®-Sonde, deren 
Annealing-Temperatur um 10°C höher war als die der PCR-Primer. Die Sonde wurde am 
5´-Ende mit einem Reporter-Fluorochrom versehen. Im freien Zustand der Sonde wurde die 
Fluoreszenzaktivität durch einen Quencher am 3´-Ende der Sonde unterdrückt (Livak et al., 
1995). Die PCR wurde im ABI Prism 7000 Sequence Detection System (Applied Biosystems) 
durchgeführt. Die Taq Polymerase verlängerte die Primer am 3´OH Ende und degradierte 
dabei durch ihre intrinsische 5´-3´ Nuclease-Aktivität die TaqMan Sonde. Dadurch wurden 
das Reporter-Fluorochrom und der Quencher räumlich voneinander getrennt, was zur 
Erzeugung eines Fluoreszenz-Signals führte (Holland et al., 1991). Dieses wurde gemessen 
und direkt im angeschlossenen Computer verarbeitet. Als Ergebnis erhielt man einen Wert 
(Schwellenzyklus, CT), welcher dem PCR-Zykluszahl entsprach, bei der das Fluoreszenz-
Signal eine bestimmte Intensitätsschwelle, die über dem Hintergrundrauschen und in der 
exponentiellen Phase der Reaktion lag, überschritten hatte. Dieser Wert verhielt sich 
umgekehrt proportional zur Anzahl der eingesetzten Zielmoleküle: je höher die Anzahl der 
Zielmoleküle, desto niedriger war der CT-Wert. 
Die PCR-Bedingungen waren für jede Realtime-PCR standardisiert. Nach einer anfänglichen 
Denaturierung von 10 min bei 95°C, bei der die AmpliTaq Gold Polymerase aktiviert wurde, 
folgten 40 Zyklen mit 15 sec 95°C und 1 min 60°C. Die PCR-Produkte wurden mit dem 
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ABIprism® 3100 Genetic Analyzer und der GeneScan™ Analyse Software sowie dem 
Programm Genotyper (Applied Biosystems) analysiert. 
2.2.10.1 Quantitative Analyse von methylierten Allelen mittels Realtime-PCR 
Die relative Quantifizierung von methylierten Allelen wurde mit der Realtime-PCR-Methode 
QAMA (quantification of methylated alleles) mit Bisulfit-behandelter DNA (2.2.6) 
durchgeführt (Zeschnigk et al., 2004). Im Gegensatz zur MethyLight PCR (Eads et al., 2000), 
bei der zwei unabhängige PCRs für das methylierte und das unmethylierte Allel durchgeführt 
werden müssen, können mit Hilfe von QAMA beide Allele mit der gleichen Effizienz in 
einem einzelnen Reaktionsgefäß amplifiziert werden. 
Bei der Auswahl der Primer (siehe Tabelle 2.4) in der SNURF-SNRPN Exon1/Promotor-
Region wurde darauf geachtet, dass die Bindestellen keine CpGs enthielten und die Primer an 
das methylierte und das unmethylierte Allel binden konnten. Um die Allele dennoch 
voneinander unterscheiden zu können, wurden die Sonden (siehe Tabelle 2.4) für das 238 bp 
große Fragment so ausgewählt, dass sie vier CpGs spannten und somit spezifisch für das 
methylierte bzw. das unmethylierte Allel waren. Die Sonde für das methylierte Allel wurde 
mit dem Fluoreszenzfarbstoff  FAM und die für das unmethylierte Allel mit VIC markiert. 
Für die PCR wurden 12.5 µl TaqMan Universal Master Mix (ohne AmpErase, UNG), 2.5 µl 
Bisulfit-behandelte DNA, 2.5 U AmpliTaq Gold, je 2.5 µM 5´- und 3´-Primer, je 150 nM 
FAM- und VIC-markierte Sonde und Wasser eingesetzt. Jeder Ansatz wurde zweimal 
pipettiert, um mögliche Pipettierfehler auszugleichen. Für die Standardkurve wurde vor der 
Bisulfit-Behandlung die DNA eines Patienten mit PWS und uniparentaler Disomie (zwei 
methylierte Allele), mit der DNA eines Patienten mit AS und einer Deletion (ein 
unmethyliertes Allel) in unterschiedlichen Verhältnissen gemischt (siehe Tabelle 2.5). Die 
PCR-Bedingungen waren wie unter 2.2.10 beschrieben. 
Aus den beiden CT-Werten der Doppelbestimmung wurden jeweils die Mittelwerte gebildet 
und für jeden Ansatz die Differenz (ΔCT) zwischen den CT-Werten beider Sonden berechnet 
(ΔCT = CT-VIC - CT-FAM). Die ΔCT-Werte der Standardkurve wurden gegen die Menge an 
methylierter DNA in den einzelnen Ansätzen aufgetragen (siehe Abb. 3.4). Die Gleichung der 
so entstandenen sigmoiden Kurve (Methylierung in % = 100/(2-(ΔCT-1.61)/1.26+1)) wurde zur 
quantitativen Bestimmung der methylierten Allele in den einzelnen Patienten verwendet. 
Überschritt nur eine Kurve die Intensitätsschwelle, wurde der Wert für diese auf 100% 
gesetzt. 
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Tabelle 2.4: Primer und Sonden für die quantitative Analyse von methylierten Allelen mittels Realtime-PCR. 
 Name Sequenz (5´- 3´) 
Primer SNRPNqmF GAG GGA GTT GGG ATT TTT GTA TTG 
 SNRPNqmR CCC AAA CTA TCT CTT AAA AAA AAC CAC 
Sonde SNRPNe1met (6FAM)-CGT TTG CGC GGT CG-(MGB) 
 SNRPNe1un (VIC)-AAG TAT GTT TGT GTG GTT GTA G-(MGB) 
 
Tabelle 2.5: Mischungsverhältnis der DNAs für die Standardkurve. 
Methylierte DNA [%] Unmethylierte DNA [%] 
0 100 
1.96 98.04 
3.85 96.15 
5.66 94.34 
9.09 90.91 
16.67 83.33 
28.57 71.43 
37.5 62.5 
50 50 
66.66 33.34 
 
2.2.10.2 Deletions-Analyse von snoRNA-Genen mittels Realtime-PCR 
Ein Deletiosscreening von snoRNA-Genen wurde ebenfalls mit der Realtime-PCR 
durchgeführt. Dafür wurden für jedes snoRNA-Gen (HBII-13, HBII-436 und HBII-437) zwei 
spezifische Primer und eine FAM-markierte MGB TaqMan®-Sonde gelegt. Die PCR wurde 
an 50 ng DNA durchgeführt. Weitere Bestandteile der PCR waren 12.5 µl TaqMan Universal 
Master Mix (ohne AmpErase, UNG), je 3 µM 5´- und 3´-Primer, 2.5 µM Sonde und Wasser. 
Als interne Kontrolle diente der Retinoblastom-Locus auf Chromosom 13. Für diesen Locus 
wurden ebenfalls spezifische Primer und eine VIC-markierte Sonde bestimmt. Jede DNA 
wurde für beide Bereiche doppelt untersucht. Um später die Dosis der einzelnen Loci 
miteinander vergleichen zu können, wurde eine Standardkurve mit einer Kontroll-DNA in 
unterschiedlichen Verdünnungen (250ng, 125 ng, 50 ng, 25 ng und 12.5 ng) erstellt. Auch 
hier wurde die PCR mit beiden Sonden durchgeführt. Die PCR-Bedingungen waren wie unter 
2.2.10 beschrieben. 
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Tabelle 2.6: Primer und Sonden für die Deletions-Untersuchung von snoRNA-Genen. 
 Name Sequenz (5´- 3´) 
Primer HBII-13-F GGA AAG ACC TGG GCT GG ATT 
 HBII-13-R CGT TGA GCT TTA CTT CAT CAT GCT 
 HBII-436-F GCC TTG GCT AGG TTC ATG ATG 
 HBII-436-R TGA CTG GAT TTC AGA GTG TCA TTT T 
 HBII-437-F AGG GTT GGC TTA ATG ATG A 
 HBII-437-R CCT CAC GCT CCC TTT GCA 
 HBII438A-CEN-F TCC CAG CTA CTC GAA GGC TTA G 
 HBII438A-CEN-R TCA TTG CAG CCT CCC TGT CT 
 HBII-438A-TEL-F ATT CAT ATA CGT CAT GCG TTC CA 
 HBII-438A-TEL-R TCC AGT AAG CCA CTA AAA AAA TCA AC 
 RBg.150024se ACA ATC AAA GGA CCG AGA AGG A 
 RBg.150092as TGG AGA GGA AGA TTA AGA GGA CAA G 
Sonden HBII13-MGB (6FAM)-TGA TGA GCT GTG TTT ACT-MGB 
 HBII436-MGB (6FAM)- CAC AGG ACC TTG TCT GA-MGB 
 HBII437-MGB (6FAM)- TTG AAT TGG ATG ACA CTT T-MGB 
 HBII438A-CEN-MGB (6FAM)- CAG GAG AAT CGC TTG AAT-MGB 
 HBII438A-TEL-MGB (6FAM)- CCA CAT CCT GAG ATC T-MGB 
 RBg.150047MG (VIC)- CAA CTG ATC ACC TTG AAT C-(MGB) 
 
2.2.11 Multiplex amplifiable probe hybridization (MAPH) 
Mit der Multiplex amplifiable probe hybridization-Methode (Armour et al., 2000; White et 
al., 2002) können Deletionen in der DNA an mehreren verschiedenen Loci gleichzeitig 
untersucht werden. Dadurch ist die Methode sehr gut dazu geeignet, eine große Gruppe von 
Patienten zu screenen. 
2.2.11.1 Herstellung der Sonden 
Für die MAPH wurden zunächst mit spezifischen Primern (siehe Tabelle 2.7) neun 
unterschiedlich große Fragmente aus dem HBII-85 snoRNA Gencluster wie in 2.2.7 
beschrieben amplifiziert. Die PCR-Produkte wurden mit der Microcon-Methode (2.2.9.1) 
aufgereinigt, in den pGEM®-T  Easy Vektor (Promega) kloniert (2.2.14) und in E.coli 
DH5α-Zellen transformiert (2.2.14.4). Die Plasmid-DNA wurde wie in 2.2.3 beschrieben 
präpariert, ein Aliquot mit dem Restriktionsenzym EcoRI gespalten (2.2.5) und mittels 
Gelelektrophorese (2.2.8) aufgetrennt. Hatten die Fragmente die richtige Größe, wurden sie 
zur genaueren Charakterisierung zusätzlich sequenziert (2.2.12). Mit einem 
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Vektor-spezifischen Primer-Paar (MAPH-F und MAPH-R; die Primersequenzen stammen aus 
der Arbeit von White et al., 2002) wurden die Fragmente aus dem Vektor amplifiziert, die 
PCR-Produkte mit dem MinElute PCR-Purification Kit (2.2.9.2) aufgereinigt und zu einem 
Sonden-Mix mit einer Konzentration von 100 pg/µl pro Sonde zusammenpipettiert. Als 
interne Kontrolle diente eine Sonde aus der TRPS-Region auf dem Chromosom 8 (K in 
Tabelle 2.7). 
Tabelle 2.7: Primer für die Herstellung der Sonden. 
Name des Primers Sequenz des Primers (5´ - 3´ -Orientierung) Annealing-Temperatur 
Größe des 
PCR-
Produktes 
HB85MAPH1F  CAG AGC AAT AGG TGT CG 62°C 
1 
HB85MAPH1R GAG GCA AAG AAA TCC CTT CC 60°C 
100 bp 
HB85MAPH3bF TGT GAG CAA CAG TTT CTT G 64°C 
2 
HB85MAPH3bR GCA AGC CGA TGA CGT TAA A 56°C 
140 bp 
HB85MAPH4F TCC TTCCAG CAT CAC A 60°C 
3 
HB85MAPH4R CAT CAC CAA CCA AGT GAC AGC 64°C 
180 bp 
HB85MAPH5F CGT TGG GAA GAG AGG ACA AG 62°C 
4 
HB85MAPH5R GCA GGA GGC CAA CTG TAT GT 62°C 
161 bp 
HB85MAPH6F TGG GAA TTT TGG ACG TTT GT 56°C 
5 
HB85MAPH6R CAA ACA CCA TGG GAA GTC CT 60°C 
200 bp 
HB85MAPH7bF CAC CCA GCA TAG CCT CTT TG 62°C 
6 
HB85MAPH7bR ACA TCG TTG CTT CAA CAC CT 58°C 
220 bp 
HB85MAPH8F CGT AGC AGC AGT GGA AGT CA 62°C 
7 
HB85MAPH8R TGC AGT ACA CAC CAT GCA AA 60°C 
241 bp 
HB85MAPH9F TGC TTG ATG GCA AAG AGA TG 58°C 
8 
HB85MAPH9R GCT TGG TTG ATG GGA AAA CA 58°C 
265 bp 
HB85MAPH10cF AGG TGT GCA AGG AGT CAC TTA 62°C 
9 
HB85MAPH10cR CAT CCG TAT GAA GCC CAG TT 60°C 
287 bp 
L017up AGT GCC TTT TTA CAT TTT GTG CCA 67°C 
K 
L017low ATG GAA ACT TCA GTG AGC TTG CAA 68°C 
106 bp 
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2.2.11.2 Hybridisierung auf Nylon-Filter 
Aus einer Hybond Nylonmembran (Amersham) wurden ca. 2 x 3 mm große unterschiedlich 
geformte Stücke geschnitten. Die zu untersuchende genomische DNA (1 µg) wurde mit 1 µl 
1 M NaOH gemischt und langsam auf die Filter pipettiert. Die Membranen wurden an der 
Luft getrocknet, in Frischhaltefolie gewickelt und die DNA durch UV-Bestrahlung (50 mJ) 
mit einem UV-Crosslinker (Hoefer) auf der Membran fixiert. 
Die Filter wurden in ein 1.5 ml Reaktionsgefäß überführt und in 1 ml 
Prähybridisierungslösung (0.14 M NaH2PO4, 0.36 M Na2HPO4, 7% SDS, 100 ng/µl 
Heringssperma-DNA, 1 mM EDTA) 2 h bei 60°C im Heizblock inkubiert. Danach wurde die 
Prähybridisierungslösung abgenommen und neue Prähybridisierungslösung (300 µl), die 
vorher mit 3 µl Cot-1 DNA (1 mg/ml) 2 min aufgekocht wurde auf die Filter pipettiert. 
Während der Inkubation von 30-60 min bei 60°C wurde die Hybridisierungslösung 
hergestellt. Dazu wurden 1 µl Sonden-Mix (2.2.11.1), 1 µl Cot-1 DNA, 1 µl Heringssperma-
DNA (10 mg/ml), 1µl Blocker-Mix (je 20 µM der Primer MAPH-F und –R), 3 µl Wasser, 
und 2 µl 1 M NaOH zusammenpipettiert, 1 min bei 37°C inkubiert und auf Eis gestellt. Nach 
Zugabe von 2 µl 1 M NaH2PO4, wurde der Ansatz auf dem Vortexer gemischt und auf die 
Filter pipettiert. Die Inkubation der Hybridisierung erfolgte über Nacht bei 60°C. Am 
nächsten Tag wurden die Filter in 50 ml-Falconröhrchen überführt und bei 60°C je fünfmal 
mit Wasch-Lösung A (1 x SSC, 1% SDS) und Wasch-Lösung B (0.1 x SSC, 0.1% SDS) für je 
45-60 min gewaschen. 
2.2.11.3 PCR mit den Vektorspezifischen Primern 
Nach der Hybridisierung wurden die Filter gewaschen und einzeln in 200 µl Reaktionsgefäße 
überführt. Der 50 µl Reaktionsansatz für die PCR enthielt 5 µl 10x PCR-Puffer, 4 µl 25 mM 
MgCl2, 1.25 µl dNTPs (10 mM je dNTP), 0.25 µl AmpliTaq® Polymerase (5 U/µl), je 0.5 µl 
MAPH-F- und MAPH-R-Primer (je 20 µM; White et al., 2002) und Wasser. Die PCR-
Bedingungen waren 5 min 94°C, fünf Zyklen mit 45 sec 94°C, 1 min 57°C und 1 min 68°C 
und 10 min 68°C. Mit 2.5 µl aus diesem PCR-Ansatz wurde eine zweite PCR durchgeführt. 
Die Komponenten waren, bis auf den MAPH-F-Primer dieselben wie bei der ersten PCR. Der 
MAPH-F-Primer wurde gegen einen Fluoreszenz-markierten Primer ausgetauscht 
MAPH-F-FAM). Die PCR-Bedingungen waren ebenfalls dieselben wie oben beschrieben. 
Allerdings wurde die Zyklenzahl hier auf 23 erhöht. Die PCR-Produkte wurden mit dem 
ABIprism® 3100 Genetic Analyzer und der GeneScan™ Analyse Software sowie dem 
Programm Genotyper (Applied Biosystems) analysiert. 
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Tabelle 2.8: Vektorspezifische Primer. 
Name des Primers Sequenz des Primers (5´ - 3´ -Orientierung) 
Annealing- 
Temperatur 
Größe des 
PCR-Produktes 
MAPH-F GGC CGC GGG AAT TCG ATT 58°C 
MAPH-R GCC GCG AAT TCA CTA GTG 56°C 
MAPH-F-FAM (6FAM)- GGC CGC GGG AAT TCG ATT 58°C 
je + 39 bp 
 
2.2.12 Sequenzierung von DNA 
Die Sequenzierung von PCR-Produkten wurde mit dem automatischen Sequenziergerät 
ABIprism® 3100 Genetic Analyzer (Applied Biosystems) durchgeführt. Dabei wurden 
fluoreszenzmarkierte Terminatoren im Prism™ Bigdye™ TerminatorCycle Sequencing 
ReadyReactionKit von Applied Biosystems nach den Angaben des Herstellers verwendet. Die 
lineare Reaktion wurde bei PCR-Produkten mit einem spezifischen Primer durchgeführt und 
bei klonierten Fragmenten wurden die vektorspezifischen Primer T3, T7, sp6 und M13 bei 
einer Annealing-Temperatur von 45°C verwendet. Die Reaktion erfolgte im GeneAmp® PCR 
System 9700 oder 2700. Nach der Sequenzierreaktion wurden die DNA-Fragmente mit 
Ethanol gefällt und gewaschen. Die Sequenzanalyse erfolgte mit dem Programm „DNAStar“ 
(Lasergene) oder mit „Sequencher“ der Firma Gene Codes Corporation, Ann Arbor, MI, 
USA. Die Suche nach Sequenzhomologien erfolgte in der DNA-Datenbank von NCBI 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). 
2.2.13 Southern-Blot-Analyse 
2.2.13.1 Southern-Blot 
Um DNA aus einem Agarosegel auf eine Nylonmembran zu transferieren, wurde das Gel zur 
Denaturierung der DNA 30 min in Denaturierungslösung (0.25 M NaOH, 0.6 M NaCl) 
geschwenkt. Die einzelsträngige DNA wurde nach der Methode von Southern (1975) auf eine 
Hybond Nylonmembran (Amersham) übertragen. Dazu wurde das Gel auf zwei Lagen 10x 
SSC-getränkten Filterpapiers (3MM, Whatman) gelegt, deren überhängende Enden in ein 
Pufferreservoir von 500 ml 10x SSC eintauchten. Auf das Gel wurde eine in 4x SSC getränkte 
Nylonmembran gelegt und darauf zwei in 4x SSC getränkte Filterpapiere sowie ein Stapel 
saugfähiges Zellstoffpapier. Die Konstruktion wurde mit einem Gewicht beschwert. Am 
nächsten Tag wurde die Nylonmembran kurz in 4x SSC geschwenkt, getrocknet und die DNA 
durch UV-Bestrahlung von 5 min bei 302 nm oder in einem UV-Crosslinker (Hoefer) auf der 
Membran fixiert. 
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2.2.13.2 Radioaktive Markierung von DNA 
Die DNA, die als Sonde für eine radioaktive Hybridisierung verwendet werden sollte, wurde 
mit der random-oligo-priming-Methode von Feinberg und Vogelstein (1983; 1984) markiert. 
Bei dieser Methode werden Hexanukleotide mit allen möglichen Nukleotidabfolgen (random 
oligos) als Primer für die Klenow-Polymerase eingesetzt. Letztere synthetisiert an der 
einzelsträngigen DNA-Sonde den komplementären Strang und baut dabei radioaktive 
Nukleotide ein. Die DNA wurde auf eine Konzentration von 1 ng/µl mit H2O verdünnt und 
15 ng der Sonde wurden mit 5 µl OLB (oligo labelling buffer) vermischt, 5 min gekocht, auf 
Eis gestellt und 1 Unit Klenow-Polymerase sowie 25 µCi [α32P]dCTP [10 µCi/µl] zugegeben. 
Die Reaktion wurde über Nacht bei RT inkubiert. Um die nicht eingebauten Nukleotide von 
der Sonde zu trennen, wurde der Ansatz mit 25 µl 10 mM EDTA vermischt, auf Mikrofilter 
mit einer Porengröße von 0.5 µm pipettiert und 30 min gegen H2O dialysiert. Anschließend 
wurde die Sonde abgenommen, der Filter mit 50 µl 10 mM EDTA gewaschen und der 
radioaktive Einbau durch Messung eines 5 µl-Aliquots im Szintillationszähler (nach 
Cerenkov) gemessen. 
OLB:  50 µl Lösung A + 125 µl Lösung B + 75 µl Lösung C 
Lösung A: 0.5 ml 1.25 M Tris-HCl pH 8.0, 0.125 M MgCl2 + 9 µl ß-Mercaptoethanol 
+ je 2.5 µl 0.1 M dATP, dGTP, dCTP 
Lösung B: 0.2 M HEPES pH 6.6 
Lösung C: 50 OD pd(N)6 (Pharmacia) + 550 µl TE  
 
2.2.13.3 Hybridisierung 
Der Southern-Blot (2.2.13.1) wurde in einem 50 ml-Falconröhrchen mit 4 ml Hybridi-
sierungslösung (4x SSPE, 6% PEG Mr 15000-20000 SIGMA P2263, 2x Denhardts-Lösung, 
0.5% SDS, 100 µg/ml denaturierte Lachssperma-DNA) für 2 h bei 65°C im Rotationsofen 
(Bachofer) inkubiert. Danach wurden von der hitzedenaturierten Sonde 1.0 x 106 bis 1.5 x 
106 cpm pro ml Hybridisierungslösung zugegeben und der Southern-Blot über Nacht im 
Rotationsofen bei 65°C hybridisiert. Am nächsten Tag wurde der Southern-Blot dreimal bei 
RT mit 2x SSC, 0.1% SDS gewaschen. Die Stringenz der anschließenden Waschschritte 
richtete sich nach dem Hybridisierungsverhalten der radioaktiven Sonde (ca. 10 min bei 65°C 
mit 2x SSC bzw. 0.1% SDS bis 0.1x SSC bzw. 0.1% SDS). Zur Wiederverwendung eines 
hybridisierten Southern-Blots wurde die radioaktiv markierte Sonde durch Inkubation für 
30 min in kochender 0.1% SDS-Lösung abgewaschen, der Blot getrocknet, in Frischhaltefolie 
verpackt und bei 4 °C gelagert. 
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2.2.13.4 Autoradiographie 
Nach einer Hybridisierung wurden die gewaschenen Southern-Blots kurz getrocknet, auf eine 
Plastikunterlage gelegt, in Frischhaltefolie gepackt und in eine Filmkassette mit 
Verstärkerfolie (Dupont Cronex lightning plus) gelegt. Die verwendeten Röntgenfilme (Fuji 
Xray RX) wurden vorgeblitzt und auf die Southern-Blots gelegt. Die Exposition erfolgte je 
nach Signalstärke für 1 bis 14 Tage bei -80°C. 
2.2.14 Subklonierung von DNA-Fragmenten 
2.2.14.1 Vektor-DNA 
Die Subklonierungen PCR-Produkten wurde mit dem pGEM®-T  Easy Vektor (Promega) und 
dem dazugehörigen Puffer nach Anleitung des Herstellers durchgeführt. 
2.2.14.2 Insert-DNA 
Die PCR-Produkte für die Subklonierung wurden entweder direkt aus dem PCR-Ansatz mit 
Hilfe der Microcon- (2.2.9.1) bzw. MinElute PCR-Purification-Methode (2.2.9.2) oder aus 
dem Agarosegel mit Hilfe des MinElute Gel-Extraction-Kits (2.2.9.3) aufgereinigt. 
2.2.14.3 Ligation 
Bei einer Klonierung von PCR-Produkten wurde ein dreifacher molarer Überschuß an 
Insert-DNA für die Ligation benötigt. Die Ligation mit einem Gesamtvolumen von 20 µl 
wurde mit 5 Units T4-DNA-Ligase (Boehringer) in 1x Ligasepuffer (20 mM Tris-HCl pH 7.5, 
10 mM MgCl2, 10 mM DTT, 1 mM ATP) angesetzt und über Nacht bei 16°C inkubiert. Für 
das pGEM®-T Easy Vektor System wurde ein dreifacher molarer Überschuss an Insert-DNA 
eingesetzt. Die Konzentration der PCR-Produkte wurde durch Auftragen auf ein Agarosegel 
abgeschätzt. Die Ligation wurde mit 3 Units T4-DNA-Ligase (Promega) in 1x Ligasepuffer 
(30 mM Tris-HCl pH 7.8, 10 mM MgCL2, 10 mM DTT, 1 mM ATP, 10% Polyethylenglycol) 
angesetzt und über Nacht bei 4°C inkubiert. 
2.2.14.4 Herstellung und Transformation kompetenter Bakterien 
Bakterienzellen, die DNA aus der sie umgebenden Lösung aufnehmen können (kompetente 
Zellen), wurden nach einem leicht modifizierten Protokoll der Rubidiumchlorid-Methode 
(Maniatis et al., 1982) gewonnen. Eine Bakterienkolonie des E. coli-Stammes DH5α wurde in 
10 ml ϕb-Medium (für 1 Liter: 5 g Hefe-Extrakt, 20 g Trypton, 5 g MgSO4, pH 7.6 [mit 
KOH]) bei 37°C und 250 rpm inkubiert, bis die Kultur eine OD550 von 0.3 erreicht hatte. Von 
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der Kultur wurden 5 ml in 100 ml ϕb-Medium überführt und bei 37°C inkubiert. Bei 
Erreichen eines OD550-Wertes von 0.48 wurden je 25 ml der Kultur in vorgekühlte 50 ml 
Falcon-Röhrchen überführt und 5 min auf Eis gestellt. Danach wurden die Zellen für 15 min 
bei 1250g und 4°C abzentrifugiert und das Pellet vorsichtig in 10 ml kaltem TfbI-Puffer 
(30 mM KOAc, 100 mM RbCl, 10 mM CaCl2, 50 mM MnCl2, 15% Glyzerin, pH 5.8 [mit 
0.2 M HAc]) resuspendiert. Nach einer Inkubation von 90 min auf Eis wurden die Zellen 
15 min bei 1250 g und 4°C zentrifugiert und in 1 ml kaltem TfbII-Puffer (10 mM MOPS, 
75 mM CaCl2, 10 mM RbCl2, 15% Glyzerin, pH 6.5 [mit KOH]) gelöst. Die 
Bakteriensuspension wurde mit vorgekühlten Pipettenspitzen in 100 µl-Aliquots in eiskalte 
Eppendorfgefäße gegeben, in einem Ethanol/Trockeneisbad schockgefroren und bis zur 
Verwendung bei -80°C gelagert. 
Für eine Transformation wurden 50 µl der kompetenten DH5α-Zellen mit 3-8 µl 
Ligationsansatz gemischt und 30 min auf Eis inkubiert. Nach einem Hitzeschock (2 min bei 
42°C) wurde der Ansatz kurz auf Eis gestellt, mit 450 µl LB-Medium gemischt und 1 h bei 
37°C und 225 rpm inkubiert. Danach wurden je 150 µl und 350 µl der Kultur auf LB-
Indikatorplatten (100 µg/ml Ampicillin, 40 µg/ml X-Gal) verteilt, die eine Blau/Weiß-
Selektion nach Sambrook et al. (1989) ermöglichen. Nach Inkubation der Platten über Nacht 
bei 37°C waren weiße (mit Insertion von DNA in den Vektor) und blaue Kolonien (ohne 
Insertion von DNA in den Vektor) sichtbar. Von den weißen Kolonien wurde die DNA 
präpariert (2.2.3), mit geeigneten Restriktionsenzymen gespalten und mittels 
Gelelektrophorese aufgetrennt. Von den rekombinanten Klonen wurden Stammkulturen 
(500 µl der ÜNK mit 500 µl sterilem Glyzerin) angelegt und bei -80°C gelagert. 
2.2.15 Klonierung von Fibroblasten 
Durch eine Hautbiopsie wurden Fibroblasten entnommen und in Zellkulturflaschen im 
AminoMax-Medium (Gibco Invitrogen) mit C100-Supplement bei 37°C und bei einem CO2-
Partialdruck von 5% kultiviert bis sie eine Dichte von etwa 75% erreichten. Um die DNA aus 
den Zellen zu isolieren, wurde das Medium abgesogen, die Zellen mit PBS gewaschen und 
mit Trypsin/EDTA behandelt, bis sie sich vom Boden der Zellkulturflaschen gelöst hatten. 
Zur Weiterbehandlung wurden die Zellen in 1.5 ml Reaktionsgefäße überführt. 
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Für die Einzelzellklonierung wurden die Fibroblasten zu Prof. Uwe Claussen ins Institut für 
Humangenetik der Universität von Jena geschickt. Dort wurden sie wie in 2.2.15 beschrieben 
vermehrt. Unter dem Mikroskop wurden einzelne Zellen mit Hilfe einer Pasteur-Pipette 
gepickt, in neue Zellkulturflaschen überführt und nach etwa 20 Verdopplungen geerntet. In 
1.5 ml Reaktionsgefäße überführt, wurden sie dann zur DNA-Präparation wieder an uns 
zurückgeschickt. 
 
 
 
 
Ergebnisse  38 
3. ERGEBNISSE 
3.1 Somatisches Mosaik in Patienten mit AS und einem Imprinting-Defekt 
Etwa 2-4% aller Patienten mit AS haben einen Imprinting-Defekt. Diese Patienten haben 
zwar zwei Chromosomen 15 biparentaler Herkunft, jedoch mit einem väterlichen Epigenotyp 
auf ihrem mütterlichen Chromosom. In ca. 10% dieser Patienten stellt der falsche Epigenotyp 
eine sekundäre Epimutation in Folge einer Deletion des Imprinting Centers dar 
(Buiting et al., 1995). In der Mehrzahl der Patienten mit AS und einem Imprinting-Defekt ist 
die Epimutation ohne vorherige DNA-Sequenz-Veränderung entstanden (primäre 
Epimutation) (Buiting et al., 2003). 
3.1.1 Methylierungs-Auffälligkeiten in 26 ASID-Patienten 
Die SNURF-SNRPN Exon 1/Promotor-Region auf dem Chromosom 15 liegt differenziell 
methyliert vor. Die CpG-Dinukleotide auf dem paternalen Chromosom sind nicht methyliert, 
während sie auf dem maternalen Chromosom methyliert sind. Durch eine 
Bisulfit-Behandlung werden diese allelischen Methylierungsunterschiede in allelische 
Sequenzunterschiede umgewandelt (siehe 2.2.8). Dazu wird die DNA mit Natriumbisulfit 
behandelt, wodurch unmethylierte Cytosin-Reste durch Uracil und diese in der nachfolgenden 
methylierungsspezifischen PCR (MS-PCR, Zeschnigk et al., 1997) durch Thymin ersetzt 
werden. Mit sequenzspezifischen Primern werden so beide Allele spezifisch amplifiziert. Bei 
einer Normalperson (NP) entstehen beide PCR-Produkte, während bei Patienten mit einer 
großen Deletion in der Region 15q11-q13, einer UPD oder einem Imprinting-Defekt nur die 
unmethylierte (AS) oder methylierte (PWS) Bande (siehe AS DEL und PWS DEL in 
Abb. 3.1) zu finden ist (Nazlican et al., 2004). 
Bei 26 von 85 Patienten (32%) mit AS und einem Imprinting-Defekt ohne IC-Deletion 
(ASID) ist zusätzlich noch eine schwache methylierte Bande zu erkennen. Dieses auffällige 
Muster deutet auf ein Methylierungs-Mosaik in diesen Patienten hin. 
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Abb.  3.1: Methylierungsspezifische PCR-Analyse von 26 Patienten mit AS und einem Imprinting-Defekt ohne 
IC-Deletion (ASID). Als Kontrollen wurde DNA von Patienten mit PWS bzw. AS und einer de novo Deletion 
der Region 15q11-q13 (AS DEL, PWS DEL) sowie einer Normalperson (NP) verwendet. Meth, methylierte 
maternale Bande; unmeth, unmethylierte paternale Bande; H2O, Leerkontrolle. 
3.1.2 Methylierungs-Mosaik in zwei AS-Patienten 
Es gibt zwei mögliche Ursachen für die schwache Bande. Die erste Möglichkeit ist, dass in 
der SNURF-SNRPN Exon 1/Promotor-Region nicht alle CpGs gleichmäßig methyliert bzw. 
unmethyliert vorliegen, sodass die methylierungsspezifischen Primer falsch binden. Um das 
zu untersuchen, wurde die Bisulfit-behandelte DNA des Patienten ASID-138 mit spezifischen 
Primern amplifiziert, das PCR-Produkt kloniert und die erhaltenen Klone sequenziert 
(3.1.2.1). Die zweite Möglichkeit ist das Vorliegen eines zellulären Mosaiks; d.h. die 
Patienten haben eine normale Zelllinie und eine Zelllinie mit einem Imprinting-Defekt. Um 
diese Möglichkeit genauer zu untersuchen, wurde mit der DNA aus 48 Fibroblasten-
Einzelzellklonen des Patienten ASID-71 eine methylierungsspezifische PCR durchgeführt 
(3.1.2.2). 
3.1.2.1 Bisulfit-Sequenzierung klonierter PCR-Produkte 
Bisulfit-behandelte DNA aus dem Blut des Patienten ASID-138 wurde mit Primern 
amplifiziert (siehe 2.1.7.2), die sowohl an das methylierte als auch an das unmethylierte Allel 
binden. Das 346 bp große PCR-Fragment aus der SNURF-SNRPN Exon 1/Promotor-Region, 
das 23 CpGs beinhaltet, wurde kloniert und die Klone anschließend sequenziert. In acht von 
zehn Klonen waren alle Cytosin-Reste in Thymin umgewandelt (weiße Kreise in Abb. 3.2). 
Diese Klone repräsentieren ein komplett unmethyliertes Allel. In den restlichen zwei Klonen 
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waren die CpGs unverändert (schwarze Kreise). Diese repräsentieren ein komplett 
methyliertes Allel. Dass in allen zehn Klonen alle CpGs vollständig methyliert bzw. 
unmethyliert vorlagen, lässt vermuten, dass bei diesem Patienten ein zelluläres Mosaik 
vorliegt. Das Verhältnis von acht methylierten Allelen zu zwei unmethylierten Allelen zeigt, 
dass im Blut dieses Patienten 40% der Zellen eine normale Methylierung und 60% der Zellen 
einen Imprinting-Defekt haben. Dieses Ergebnis kommt auch dem Ergebnis der quantitativen 
Realtime-PCR mit 32% normalen Zellen sehr nahe (3.1.4).  
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
Abb.  3.2: Methylierungs-Analyse der SNURF-SNRPN Exon 1/Promotor-Region in Blut-DNA des Patienten 
ASID-138. Weiße Kreise, unmethylierte CpGs; schwarze Kreise, methylierte CpGs. 
3.1.2.2 Methylierungs-Analyse von Fibroblasten-Einzelzellklonen 
Die durch eine Hautbiopsie entnommenen Fibroblasten des Patienten ASID-71 wurden wie in 
2.2.17 beschrieben vereinzelt und kloniert. Nach etwa 20 Zellteilungen wurden sie geerntet. 
Die DNA aus 48 Klonen wurde isoliert und daran wurde eine MS-PCR durchgeführt. Das 
Ergebnis dieser PCR ist in Abb. 3.3 beispielhaft dargestellt. In 34 Zelllinien war ein 
AS-Methylierungsmuster (siehe Klone 1.16, 1.17, 1.20, 1.22 und 1.23) und in 14 Zelllinien 
ein normales Methylierungsmuster (siehe Klone 1.18, 1.19, und 1.21) zu finden. Unter der 
Voraussetzung, dass die Methylierung für mindestens 30 Zellteilungen stabil bleibt, ist dies 
ein Beweis für das Vorhandensein von zwei unterschiedliche Zelllinien in diesem Patienten. 
 
 
 
 
 
CpGs 
Klon #
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Abb.  3.3: MS-PCR-Analyse von klonierten Fibroblasten des Patienten ASID-71. Als Größenstandard (M) 
wurde der pUC-Marker verwendet. Als Kontrollen wurde DNA von Patienten mit PWS bzw. AS und einer de 
novo Deletion der Region 15q11-q13 (AS DEL, PWS DEL) sowie einer Normalperson (NP) verwendet. Meth, 
methylierte maternale Bande; unmeth, unmethylierte paternale Bande; H2O, Leerkontrolle. 
Dieses Ergebnis würde man auch bekommen, wenn eine Chimärität vorliegt; d.h. der Patient 
aus zwei miteinander verschmolzenen Zygoten hervorgegangen ist, von denen eine einen 
Imprinting-Defekt hat. Während man bei einer Chimären an einem Loci vier unterschiedliche 
Allele finden kann (zwei paternale und zwei maternale Allele), müssten bei einem Patienten 
mit Mosaik nur zwei unterschiedliche Allele zu finden sein (ein paternales und ein maternales 
Allel). Um das zu untersuchen, wurden eine Imprinting-Defekt-Zelllinie und eine normale 
Zelllinie mit Mikrosatteliten (D15S817, D15S128, D15S1234, CYP19, D15S100, FES, 
D3S1744, D3S3050, D3S2406, D6S1019, D6S1034, D6S477, TRPS, EXT1, D8S200) an 15 
verschiedenen Loci genotypisiert. In beiden Zelllinien wurden an allen 15 Loci zwei 
unterschiedliche Allele gefunden (nicht gezeigt). Eine Chimärität ist somit sehr 
unwahrscheinlich und man kann davon ausgehen, dass der Patient ein zelluläres Mosaik 
darstellt. 
3.1.3 Eingrenzung des Zeitpunktes der Imprinting-Defekt-Entstehung mit Hilfe der 
X-Inaktivierungs-Untersuchung in Einzelzellklonen 
Frauen besitzen in ihren somatischen Zellen zwei X-Chromosomen (ein paternales und ein 
maternales X-Chromosom). Um eine Dosis-Kompensation von x-chromosomal kodierten 
Genen gegenüber männlichen Zellen mit nur einem, maternalen X-Chromosom zu erzielen, 
wird ein X-Chromosom in der weiblichen Zelle inaktiviert. Diese Abschaltung erfolgt 
randomisiert (nach Zufall) in der inneren Zellmasse des Blastozysten kurz nach der 
M
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Implantation des Embryos (Monk et al., 2002; Huynh et al., 2003; Mak et al., 2004; Okamoto 
et al., 2004). Hinsichtlich der elterlichen Herkunft seiner aktiven X-Chromosomen stellt der 
weibliche Organismus ein Mosaik dar. Im Rahmen dieser Arbeit wurde der Zeitpunkt der 
X-Inaktivierung genutzt, um den Zeitpunkt der postzygoten Entstehung des Imprinting-
Defekts näher zu bestimmen. Hat der Imprinting-Defekt vor der X-Inaktivierung 
stattgefunden, sollten Imprinting-Defekt-Zellen zu finden sein, in denen das paternale 
X-Chromosom inaktiviert wurde und solche, in denen das maternale X-Chromosom 
inaktiviert wurde. Fand der Imprinting-Defekt jedoch nach der X-Inaktivierung statt, sollte in 
allen Zellen das gleiche X-Chromosom inaktiviert vorliegen. 
Für eine X-Inaktivierungs-Untersuchung wurde der FMR1-Locus (fragile X mental 
retardation 1) genutzt, da die Patientin ASID-71 für den untersuchten Repeat von CGG-
Trinukleotiden heterozygot und somit informativ war. Dazu wurde wie in Carrel et al. (1996) 
beschrieben mit dem methylierungssensitiven Enzym HpaII verdaute DNA aus den 
Einzelzellklonen der Patientin mit fluoreszenz-markierten Primern amplifiziert. Die Primer 
flankierten dabei eine sich wiederholende Sequenz von 6-44 CGG-Trinukleotiden. Das Blut 
der Eltern diente als Kontrolle und dazu, den Ursprung der Allele zu ermitteln. Wie in der 
Tabelle 3.1 zusammengefasst, lag in 29 Imprinting-Defekt-Zelllinien das paternale X-
Chromosom mit 27 CGG-Wiederholungen und in 4 Imprinting-Defekt-Zelllinien das 
maternale X-Chromosom mit 29 CGG-Wiederholungen inaktiviert vor. In einer Zelllinie 
(1.13) waren beide X-Chromosomen inaktiviert. Möglicherweise ist diese Zelllinie nicht aus 
einer Einzelzelle sondern aus zwei Zellen hervorgegangen. In 14 normalen Zelllinien war die 
Verteilung ähnlich wie in den Imprinting-Defekt-Zelllinien. Hier waren in 13 Zelllinien das 
paternale und in einer Zelllinie das maternale X-Chromosom inaktiv. Ist der Imprinting-
Defekt in einer einzelnen Zelle entstanden, so kann man davon ausgehen, dass er vor der X-
Inaktivierung stattgefunden haben muss. 
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Tabelle 3.1: Ergebnis der X-Inaktivierungs-Untersuchung. 
inaktives X Klon # 
paternal maternal 
ID-Zelllinien   
1.2 x  
1.3 x  
1.4 x  
1.6 x  
1.7 x  
1.8 x  
1.10 x  
1.11 x  
1.12 x  
1.13 x x 
1.15 x  
1.16 x  
1.17 x  
1.20  x 
1.22 x  
1.23 x  
1.25 x  
1.27 x  
1.28 x  
1.30 x  
1.31  x 
1.36 x  
1.37 x  
1.38  x 
1.39 x  
1.41 x  
1.42 x  
1.43 x  
1.44  x 
1.45 x  
1.47 x  
1.49 x  
1.50 x  
1.51 x  
Normale Zelllinien   
1.1 x  
1.5 x  
1.9 x  
1.14 x  
1.18 x  
1.19 x  
1.21 x  
1.24 x  
1.26 x  
1.32 x  
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3.1.4 Quantitative Analyse des zellulären Mosaiks 
Die quantitative Analyse von methylierten Allelen wurde mit der Realtime-PCR-Methode 
QAMA (quantification of methylated alleles) durchgeführt (Zeschnigk et al., 2004). 
Zunächst wurde die DNA mit Natriumbisulfit behandelt. Die dadurch erreichte 
Sequenzveränderung  wurde in der anschließenden Realtime-PCR zur Unterscheidung der 
Allele genutzt (siehe auch 3.1.1). Die Primer wurden in einen Bereich der 
SNURF-SNRPN Exon 1/Promotor-Region gelegt, die keine CpGs enthielt und beide Allele 
identisch in ihrer Sequenz waren. Dadurch konnten beide Allele in einem 
einzelnen PCR-Ansatz mit derselben Effizienz amplifiziert werden. Um die Allele dennoch 
voneinander unterscheiden zu können, wurden die unterschiedlich farbmarkierten Sonden 
so gelegt, dass sie in dem 238 bp großen Fragment vier CpGs spannten und dadurch 
nur an das methylierte bzw. unmethylierte Allel binden konnten. Die Sonde für 
das methylierte Allel wurde mit dem Fluoreszenzfarbstoff  FAM und die für das 
unmethylierte Allel mit VIC markiert. Die während der PCR-Reaktion durch das 
Degradieren der Sonden entstandenen Fluoreszenzsignale wurden gemessen. Um mögliche 
Pipettierfehler auszugleichen, wurde für jede DNA eine Doppelbestimmung gemacht. Am 
Ende der PCR erhielt man einen CT-Wert (Schwellenzyklus) für jede Sonde, welcher der 
PCR-Zykluszahl entsprach, bei der das Fluoreszenz-Signal eine bestimmte 
Intensitätsschwelle, die über dem Hintergrundrauschen und in der exponentiellen Phase der 
Reaktion lag, überschritten hatte. Dieser Wert verhielt sich umgekehrt proportional zur 
Anzahl der eingesetzten Zielmoleküle: je höher die Anzahl der Zielmoleküle, desto niedriger 
war der CT-Wert. Aus den beiden CT-Werten der Doppelbestimmung wurden jeweils die 
Mittelwerte gebildet und für jeden Ansatz die Differenz (ΔCT) zwischen den CT-Mittelwerten 
beider Sonden berechnet (ΔCT = Mittelwert CT-VIC – Mittelwert CT-FAM). 
Zuerst wurde eine Standardkurve erstellt. Dazu wurde vor der Bisulfit-Behandlung die 
DNA eines Patienten mit PWS und uniparentaler Disomie (zwei methylierte Allele), mit 
der DNA eines Patienten mit AS und einer Deletion (ein unmethyliertes Allel) 
in unterschiedlichen Verhältnissen gemischt (siehe 2.2.12.1). Die wie oben berechneten 
ΔCT-Werte wurden gegen die Menge an methylierter DNA in den einzelnen Ansätzen 
aufgetragen. Mit Hilfe des Programms Mathematica 5 wurde die unten abgebildete 
Standardkurve erstellt (Abb. 3.4). Die Gleichung der so entstandenen sigmoiden Kurve 
(Methylierung in % = 100/(2-(ΔCT-1.61)/1.26+1)) wurde zur quantitativen Bestimmung der 
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methylierten Allele in den einzelnen Patienten verwendet. Überschritt nur eine Kurve die 
Intensitätsschwelle, wurde der Wert für diese auf 100% gesetzt. 
 
 
 
Abb.  3.4: Standardkurve für die quantitative Analyse von methylierten Allelen. ΔCT, Differenz zwischen den 
CT-Mittelwerten der FAM-markierten und der VIC-markierten Sonde. 
Mit Hilfe der Formel dieser Standardkurve wurde die Menge an normal methylierten Zellen 
in 24 Patienten ermittelt. Während in den Kontrollen (NP 1 und NP 2) fast alle Zellen 
(90% und 96%) eine normale Methylierung aufweisen (siehe Abbildung 3.5), ist in den 
ASID-Patienten eine normale Methylierung in nur <1% bis 40% der Blutzellen zu finden. 
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Abb.  3.5: Diagramm der Menge an normal methylierten Zellen in den 24 ASID-Patienten und zwei 
Normalpersonen (NP 1 und NP 2). 
3.1.5 Genotyp-Phänotyp-Korrelation mittels der Regressionsanalyse 
Um zu untersuchen, ob eine Genotyp-Phänotyp-Korrelation besteht, d.h. der Grad der 
Methylierung etwas über den Schweregrad der Erkrankung aussagt, wurden zunächst mit 
Hilfe eines Fragebogens klinische Daten abgefragt (siehe Tabelle 3.2). Von 24 Fragebögen, 
die an die betreuenden Ärzte geschickt wurden, kamen 17 vollständig und zwei unvollständig 
beantwortet zurück. Wie in der Tabelle 3.2 aufgeführt, kamen neun dieser Patienten mit der 
anfänglichen Verdachtsdiagnose PWS in die Sprechstunde. Fünf dieser Patienten waren 
aufgrund ihrer für AS untypischen klinischen Symptomatik bereits 1999 von Prof. Gillessen-
Kaesbach publiziert worden (Gillessen-Kaesbach et al., 1999).  
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Zur Quantifizierung des Schweregrades der Krankheit, wurden für jedes der klinischen 
Merkmale Punkte von 0 bis 1 vergeben. Je höher die erreichte Punktzahl, desto milder ist der 
Krankheitsverlauf. Die grauen Balken in der Abbildung 3.6 stellen die erreichten Punkte dar. 
Die Summe der klinischen Punkte und der Grad der Methylierung, die von den 17 
ASID-Patienten erreicht wurden, sind in der Abbildung unten zusammengefasst. 
 
 
Abb.  3.6: Punkte-Verteilung für klinische Merkmale in 17 ASID-Patienten. 
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Um eine Korrelation zwischen dem Grad der Methylierung und den klinischen Merkmalen 
herleiten zu können, wurde mit dem Software-Paket R1.8.1 (http://r-project.org) eine lineare 
Regression durchgeführt. Die so erstellte Regressionskurve (Abb. 3.7) zeigt eine positive 
Steigung, was darauf deutet, dass Patienten mit einem höheren Grad an Methylierung eine 
Tendenz für einen milderen Krankheitsverlauf haben. Jedoch ist der p-Wert mit 0.139 nicht 
signifikant. 
 
Abb.  3.7: Lineare Regressionsanalyse. Die Menge an normal methylierten Zellen wurde gegen die Summe der 
erreichten klinischen Punkte aufgetragen. Der p-Wert für die so erstellte Regressionskurve beträgt 0.139. 
 
 
 
 
 
p-Wert = 0.139 
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3.2 Somatisches Mosaik in einem Patienten mit PWS und einem Imprinting-Defekt 
Nur etwa 1% aller Patienten mit PWS haben einen Imprinting-Defekt. Im Gegensatz zu 
Patienten mit AS und einem Imprinting-Defekt haben diese Patienten zwei Chromosomen 15 
mit demselben maternalen Epigenotyp. Ein somatisches Mosaik in PWS-Patienten kommt 
sehr viel seltener vor als in AS-Patienten. Bislang sind nur wenige Fälle bekannt. In der 
Arbeit von Horsthemke et al. (2003) ist ein Patient mit einem upd(15)mat-Mosaik 
beschrieben. Dieser Patient hat neben normalen Zellen, auch Zellen mit zwei maternalen 
Chromosomen 15. Des Weiteren sind in der Arbeit von Buiting et al. (2003) zwei 
PWS-Patienten mit einem Imprinting-Defekt (PWS-ID) und einem somatischen Mosaik 
beschrieben. Während einer dieser beiden Patienten in der MS-PCR ein verschobenes 
Methylierungsmuster zeigt, was auf eine Mosaiksituation hinweist, konnte ein verschobenes 
Muster bei dem zweiten Patienten auch in der Southern-Blot-Analyse an allen untersuchten 
Loci in 15q11-q13 nachgewiesen werden (Karin Buiting, persönliche Mitteilung). Außer 
einigen weiteren Patienten mit einer Deletion (Mowery-Rushton et al., 1996; 
Chaddha et al., 2003) sind keine Patienten mit einem somatischen Mosaik bekannt. Im 
nächsten Abschnitt wird die Methylierungsuntersuchung eines PWS-ID-Patienten, der im Blut 
neben normalen Zellen auch Zellen mit einem Imprinting-Defekt hat (Wey et al., 2004) 
beschrieben. 
3.2.1 Quantitative Analyse 
Die DNA der PWS-ID-Patientin mit somatischem Mosaik und die ihres Vaters wurde uns von 
Dr. Allesandra Baumer (Zürich) zur Überprüfung ihrer eigenen mittels der 
MSP/DHPLC-Methode (methylation-specific PCR/high-performance liquid chromatography) 
ermittelten Ergebnisse geschickt. Die DNA zweier weiterer PWS-Patienten, die in der 
HPLC-Analyse eine auffällige Methylierung zeigten und einer PWS-Patientin mit einer 
maternalen uniparentalen Disomie (upd(15)mat) und einer invertierten Duplikation 15 
(invdup 15) in 8% der Blutzellen (Baumer et al., 2001) wurde ebenfalls mit untersucht. Die 
quantitative Analyse der Blut-DNA wurde genauso durchgeführt wie in 3.1.4 beschrieben. 
Der Grad der Methylierung wurde mit Hilfe der Formel für die Standardkurve in Abb. 3.4 
ermittelt. 
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Die Ergebnisse sind in der Abbildung 3.8 zusammengefasst. Im Mosaik-Patienten liegen 
73% aller Allele methyliert vor. Umgerechnet bedeutet das, 46% der Zellen haben einen 
Imprinting-Defekt, während 54% der Zellen normal methyliert vorliegen. In den 
Normalpersonen (NP 1, NP 2 und NP 3) sind im Durchschnitt 50% der Allele und somit 
100% der Zellen normal methyliert. Auch der Vater der Patientin und die beiden 
PWS-Patienten mit der auffälligen Methylierung in der MSP/HPLC-Analyse (PWS 1 und 
PWS 2) zeigten eine Methylierung von 50% und erwiesen sich als normal. Bei der 
PWS-Patientin mit upd(15)mat und einer invdup 15 konnte eine 90%ige Methylierung 
festgestellt werden. Das bedeutet, 10% ihrer Blutzellen besitzen ein methyliertes maternales 
Allel und ein unmethyliertes paternales Allele mit einer invertierten Duplikation. Dieses 
Ergebnis kommt dem Ergebnis in der Publikation von Baumer et al. (2001) sehr nahe. Als 
Kontrollen wurden außerdem ein PWS-Patient (PWS DEL) und ein AS-Patient (AS DEL) mit 
einer großen Deletion mitgeführt. In der PWS-Kontrolle liegen alle Allele methyliert und in 
der AS-Kontrolle alle Allele unmethyliert vor. 
 
 
 
Abb.  3.8: Diagramm der Methylierung in den einzelnen Patienten und drei Normalpersonen (NP 1, NP 2 und 
NP 3). Als weitere Kontrollen wurde die DNA eines PWS- und eines AS-Patienten mit einer großen Deletion 
mitgeführt. 
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3.3 Suche nach strukturellen Veränderungen bzw. Deletionen der snoRNA-Gene in 
der Region 15q11-q13 
Das paternal exprimierte SNURF-SNRPN Sense/UBE3A Antisense-Transkript startet im IC 
und dient als Wirtsgen für kleine RNA-Gene. Die snoRNAs liegen entweder als 
Einzelgenkopie (HBII-13, HBII-436, HBII-437, HBII-438A) oder als Multigen-Cluster mit 27 
Genkopien (HBII-85) bzw. 47 Genkopien (HBII-52) vor (siehe Abb. 3.9 A). Sie liegen in 
Introns des SNURF-SNRPN-Transkripts und werden durch den Spleißprozess freigesetzt. 
Mäuse mit einer paternalen Deletion der Region von Snurf-Snrpn bis Ube3a (siehe Abb. 
3.9 B) zeigen einen PWS-ähnlichen Phänotyp. Sie sind klein, hypoton und 80% der 
Nachkommen sterben bald nach der Geburt (Tsai et al., 1999a; Chamberlain et al., 2004). 
Überlebende Mäuse sind fertil und nicht übergewichtig. Hingegen führt eine Deletion der 
Region von Ipw bis einschließlich Ube3a zu keinem auffälligen Phänotyp (Nicholls, 1999; 
Tsai et al., 1999; Ding et al., 2005). Zwischen SNURF-SNRPN Exon 12 und den IPW-Exons 
(SNURF-SNRPN-Exons 59-61) befinden sich beim Menschen die snoRNA-Gene HBII-13, 
HBII-436, HBII-437, HBII-438A, und das snoRNA-Gencluster HBII-85. In den letzten Jahren 
wurden insgesamt sechs Patienten mit einer balancierten Translokation publiziert, bei denen 
der Translokationsbruchpunkt im SNURF-SNRPN-Transkript liegt und somit das Transkript 
zerreißt. In zwei dieser Patienten liegen die Bruchpunkte im Intron 2 (Sun et al., 1996; 
Kuslich et al., 1999), in drei Patienten im Intron 20 (Schulze et al., 1996; Conroy et al., 1997 
und Wirth et al., 2001) und einem Patienten im Intron 17 (Schüle et al., 2005) des 
SNURF-SNRPN-Transkripts (vertikale Pfeile in der Abb. 3.9 A). Alle diese Patienten haben 
einen PWS-ähnlichen Phänotyp. Bei drei dieser Patienten konnte ein Verlust der 
HBII-85-Expression nachgewiesen werden (Wirth et al., 2001, Schüle et al., 2005, Gallagher 
et al., 2002). Das lässt vermuten, dass bei Patienten mit Teil-Symptomen für PWS das 
snoRNA Gencluster HBII-85 eine wichtige Rolle spielt. Auch die snoRNAs proximal von 
HBII-85 sind mögliche Kandidatengene für einen PWS-Phänotyp. Daher wurden folgende 
Patientengruppen mit unterschiedlichen Methoden auf strukturelle Veränderungen bzw. 
Deletionen dieser snoRNA-Gene hin untersucht: 14 Patienten mit einem PWS-ähnlichen 
Phänotyp; 90 konsekutive Patienten mit Verdacht auf PWS, die in der MS-PCR eine normale 
Methylierung zeigten und mental retardiert und übergewichtig sind; 33 ebenfalls konsekutive 
Patienten mit Verdacht auf PWS, einer normalen Methylierung, mentaler Retardierung, 
Übergewicht und zusätzlich einem geringen Geburtsgewicht (< -2 Standardabweichung); 
146 Patienten mit einer konstitutionellen Entwicklungsverzögerung (Kleinwuchs). 
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Abb.  3.9: Übersicht über die Region A. Chromosomale Region 15q11-q13 beim Menschen B. Orthologe 
Region auf Mauschromosom 7C. Paternal exprimierte Gene sind blau, maternal exprimierte Gene sind rot 
dargestellt. Das biallelisch exprimierte Gen C15orf2 ist in schwarz dargestellt. SNURF-SNRPN Exons sind als 
kurze blaue Striche und die snoRNA-Genkopien als längere blaue Striche dargestellt. Die zwei Kreise stellen das 
Imprinting-Center (IC) dar. Horizontale Pfeile weisen auf die Transkriptionsrichtung hin. Mit vertikalen Pfeilen 
sind Translokationsbruchpunkte gekennzeichnet. 
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3.3.1 Analyse des HBII-85-Genclusters mittels Southern-Blot und MAPH 
(Multiplex Amplifiable Probe Hybridization) 
Um herauszufinden, ob eine strukturelle Aberration oder eine Deletion des 
snoRNA-Genclusters HBII-85 vorliegt, wurden zunächst die 14 Patienten mit einem 
PWS-ähnlichen Phänotyp mittels Southern-Blot-Analyse untersucht. Mit Hilfe des 
Programms DNAstar MapDraw (Lasergene) wurden fünf  Restriktionsenzyme ausgewählt, 
die in dieser Region häufig schneiden. Für jedes dieser Enzyme wurde ein Southern-Blot mit 
der DNA der 14 Patienten und von Normalpersonen hergestellt. Als Hybridisierungssonde 
wurde die cDNA Probe IPWE4E3, die alle 27 Kopien von HBII-85 überspannt, verwendet. 
Eine strukturelle Aberration würde man anhand einer Fragmentlängenveränderung erkennen, 
während eine Deletion zu einer Reduktion in der Intensität der Hybridisierungssonde führen 
würde. Bei allen 14 Patienten konnte jedoch beides ausgeschlossen werden (nicht gezeigt). 
Da der Southern-Blot zu aufwendig ist, um eine größere Kohorte von Patienten nach 
Deletionen in dieser Region zu untersuchen, wurde die MAPH-Analyse (Multiplex 
Amplifiable Probe Hybridization) etabliert (Armour et al., 2000; White et al., 2002). Dieser 
Assay ermöglicht die Detektion von mehreren verschiedenen Loci innerhalb des 55 kb großen 
HBII-85-Genclusters mit einer einzelnen Hybridisierung. Dazu wurden neun unterschiedlich 
große PCR-Produkte (100–287 bp) aus dieser Region in einen Vektor kloniert und 
anschließend mit vektorspezifischen Primern amplifiziert (Abb. 3.10). 
 
 
 
Abb.  3.10: Schematische Darstellung des HBII-85-Genclusters und der Lage der Sonden. Die Exons 19 bis 53 
von SNURF-SNRPN sind als blaue Balken und die snoRNA Genkopien als blaue Striche dargestellt. Die Pfeile 
zeigen die Lage der Sonden und ihre Größen an.  
Diese Sonden wurden mit einer Kontroll-Sonde aus der chromosomalen Region 8q24 
zusammen auf die DNA der Patienten, die jeweils auf eine Nylon-Membran gespottet wurde 
hybridisiert. Nach stringentem Waschen wurden mit vektorspezifischen Primern, die 
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spezifisch bindenden Sonden amplifiziert und die PCR-Produkte mittels der 
Genescan-Software analysiert (Abb. 3.11).  
 
 
 
Abb.  3.11: Beispielhafte Darstellung der Genescan-Analyse eines Patienten mit PWS-ähnlichem Phänotyp, 
einer Normalperson (NP) und eines PWS-Patienten mit einer großen Deletion (PWS DEL), die mit der MAPH-
Methode analysiert wurden. Die Peakflächen sind unterhalb der Peaks angegeben. Die Sonden sind nach ihrer 
Größe, entsprechend der Abbildung 3.10 durchnummeriert. Da das Primerpaar 39 bp groß ist, sind die 
Fragmente ebenfalls um 39 bp länger als in Abbildung 3.10. Der zweite Peak gehört zur Kontroll-Sonde aus der 
chromosomalen Region 8q24 (K).  
Jeder Peak steht für eine gebundene Sonde, während die Peakflächen die Dosis widerspiegeln. 
Um interne Schwankungen auszugleichen, wurde die Peakfläche jeder einzelnen Sonde (1-9) 
zunächst durch die Peakfläche der internen Kontroll-Sonde (K) geteilt. Die so normalisierten 
Peakflächen der Normalperson (NP) entsprechen 100%. Zuerst wurden 13 der 14 Patienten 
mit PWS-ähnlichem Phänotyp, die zuvor mittels Southern-Blot untersucht wurden und die 
Kohorte von 90 konsekutiven Patienten mit Verdacht auf PWS, die in der MS-PCR eine 
normale Methylierung zeigten und mental retardiert und übergewichtig sind auf diese Weise 
analysiert. Ihre Peakareale betrugen im Verhältnis zu der Normalperson 70 bis über 100% 
(siehe Tabellen 3.3 und 3.4). Werte über 100% wurden auf 100% gesetzt. Die 
Deletionskontrolle (PWS DEL) zeigte Werte von etwa 50%. 
 
 
Ergebnisse  57 
Tabelle 3.3: Ergebnis der MAPH-Analyse der Patienten mit PWS-ähnlichem Phänotyp. 
MAPH-Sonden Patienten mit 
PWS-ähnlichem 
Phänotyp 1 2 3 4 5 6 7 8 9 
1 M3025  118.6 115.4 130.3 107.9 114.2 121.2 105.8 100.7 98.5 
2 M3349  125.5 126.3 141.9 121.8 118.4 124.4 101.1 88.7 83.0 
3 M4419  126.3 124.6 144.9 119.8 117.8 118.8 101.9 79.8 75.8 
4 M4965  117.4 117.0 132.0 113.1 116.4 116.2 92.3 94.8 83.0 
5 M6068  113.2 131.4 103.1 117.2 117.7 127.1 82.6 127.1 110.3 
6 M6455  138.4 129.2 137.0 125.3 117.0 112.9 92.6 83.0 77.2 
7 M6863  113.2 131.4 103.1 117.2 117.7 12701 82.6 127.1 110.3 
8 M7181  118.2 110.9 126.4 113.1 111.7 114.4 101.5 93.8 84.9 
9 M8559  97.1 102.9 125.0 104.7 101.5 112.5 106.5 110.4 93.5 
10 M12470  130.9 113.2 128.0 108.9 108.6 106.6 89.7 83.4 76.2 
11 M22800  113.2 85.5 144.8 154.7 146.4 104.2 90.9 175.6 160.5 
12 M22865  106.5 108.9 116.2 101.9 101.2 99.5 99.6 105.6 94.8 
13 M22936  131.2 123.6 151.4 125.9 125.0 131.7 104.2 95.6 90.4 
 
Tabelle 3.4: Ergebnis der MAPH-Analyse der Patienten mit mentaler Retardierung und Übergewicht. 
MAPH-Sonden Patienten mit 
mentaler 
Retardierung und 
Übergewicht 
1 2 3 4 5 6 7 8 9 
1 M12740 115.8 107.5 113.9 102.7 97.9 89.9 85.4 91.9 78.5 
2 M16131 93.0 81.9 77.2 86.7 82.1 85.0 71.0 106.1 107.4 
3 M16133 87.9 93.5 104.9 96.8 101.1 102.0 95.6 99.1 100.5 
4 M16984 119.1 115.9 116.8 117.0 120.0 115.1 99.8 124.3 109.1 
5 M17156 130.5 117.2 124.4 114.6 121.0 117.8 98.7 112.0 101.9 
6 M17158 109.3 101.2 107.5 108.5 108.8 111.6 100.7 115.2 110.5 
7 M17163 115.2 121.6 119.5 112.1 114.6 112.5 110.1 103.2 113.0 
8 M17164 119.9 114.2 115.9 113.6 114.7 109.5 106.7 113.8 126.4 
9 M17166 109.3 105.0 109.6 106.6 107.2 108.9 98.3 104.4 99.7 
10 M17167 110.5 106.7 105.6 106.1 107.9 102.7 99.2 101.4 103.5 
11 M17168 109.9 112.9 124.6 111.7 115.9 116.0 102.8 115.4 107.1 
12 M17169 95.8 90.1 92.1 92.6 96.0 97.7 91.0 102.1 100.9 
13 M17170 108.0 108.0 115.7 107.9 106.4 111.0 95.5 109.3 99.1 
14 M17171 118.9 118.4 114.9 121.8 125.2 118.3 101.7 126.8 110.5 
15 M17298 104.1 107.8 109.4 104.5 109.9 110.3 97.1 115.6 104.3 
16 M17301 113.3 115.4 118.3 117.1 118.0 113.0 102.2 124.6 109.6 
17 M17304 101.4 105.7 91.9 106.8 92.5 88.2 81.3 98.8 82.3 
18 M17879 101.2 108.6 110.2 109.0 109.8 108.7 95.1 121.3 106.0 
19 M17951 93.0 93.4 96.0 97.4 106.5 100.0 97.2 106.8 106.8 
20 M18050 123.5 120.9 115.7 123.7 130.0 123.6 107.5 135.2 118.9 
21 M18053 95.5 98.1 98.8 102.0 103.5 99.3 97.2 97.7 102.5 
22 M18054 123.9 121.6 129.4 122.3 133.4 125.0 109.3 127.2 112.1 
23 M18055 119.2 132.4 121.4 134.1 151.1 139.8 131.4 181.2 171.7 
24 M18056 110.2 119.3 99.2 107.6 124.0 113.8 113.3 132.4 133.4 
25 M18057 115.4 119.1 103.9 112.5 128.7 119.3 118.9 148.7 144.7 
26 M18081 98.1 101.4 100.7 101.9 117.3 113.9 101.7 128.9 128.1 
27 M18082 130.0 128.3 132.8 132.8 126.2 128.2 125.6 129.5 119.8 
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Tabelle 3.4 (Fortsetzung): Ergebnis der MAPH-Analyse der Patienten mit mentaler Retardierung und 
Übergewicht. 
MAPH-Sonden Patienten mit 
mentaler 
Retardierung und 
Übergewicht 
1 2 3 4 5 6 7 8 9 
28 M18083 129.2 137.1 130.2 132.4 144.5 137.0 130.0 164.1 176.4 
29 M18086 129.4 133.6 128.6 130.6 148.5 138.8 139.2 143.4 159.2 
30 M18089 121.7 12.4 123.0 122.0 141.8 122.3 126.1 130.8 145.0 
31 M18090 116.2 118.2 112.3 113.2 127.8 115.2 116.8 125.4 129.2 
32 M18091 122.9 130.2 131.6 127.5 143.9 132.3 132.6 133.2 142.0 
33 M18333 106.2 108.8 110.1 106.8 118.3 115.5 114.6 122.0 119.1 
34 M18339 106.2 108.3 109.7 104.9 122.1 119.2 109.3 119.8 126.0 
35 M18340 114.0 112.9 112.9 102.1 123.2 115.2 112.0 132.5 150.2 
36 M18343 119.1 128.6 138.5 122.5 137.1 135.6 125.4 152.8 146.3 
37 M18344 108.0 107.4 113.1 101.0 115.7 111.5 111.2 135.3 135.7 
38 M18346 103.9 106.2 103.3 97.0 120.6 109.0 105.3 120.8 127.0 
39 M18347 105.1 108.3 101.7 104.7 117.2 102.9 112.1 127.2 134.4 
40 M18348 102.6 106.7 110.2 104.2 112.8 110.7 101.7 123.6 111.7 
41 M18349 101.1 100.7 106.1 95.8 108.9 106.4 105.6 114.9 114.8 
42 M18350 109.8 106.1 103.5 118.5 107.1 108.8 118.0 114.9 103.1 
43 M18351 117.3 100.8 107.2 119.2 101.2 109.5 116.3 115.7 101.6 
44 M18352 103.7 103.3 113.8 110.3 108.2 114.6 121.4 98.9 106.5 
45 M18354 110.3 111.8 114.8 122.4 113.8 129.0 129.2 135.6 115.3 
46 M18355 98.8 90.9 102.7 110.6 103.5 114.9 116.3 120.9 105.8 
47 M18367 104.7 126.7 97.7 107.2 95.1 93.2 108.1 100.9 92.7 
48 M18510 106.3 103.8 116.3 120.6 110.6 119.0 119.6 122.4 107.8 
49 M18511 103.1 94.5 102.9 111.1 93.3 114.0 108.4 111.3 98.0 
50 M18628 130.3 134.4 134.2 133.5 124.5 143.4 127.1 131.1 120.8 
51 M18629 114.2 118.5 126.8 120.9 120.4 137.2 131.3 127.8 105.6 
52 M18722 122.8 121.2 120.7 131.3 130.6 151.0 128.6 149.4 125.3 
53 M18723 119.2 116.7 130.9 123.5 124.9 142.0 130.2 124.2 114.5 
54 M18724 101.3 96.9 99.5 111.9 103.5 112.1 100.0 106.7 101.3 
55 M18725 109.5 102.6 111.9 119.0 108.9 125.6 117.8 123.8 106.5 
56 M18726 120.6 113.6 124.0 128.3 122.7 136.5 124.7 126.3 115.4 
57 M18728 105.0 98.9 110.2 116.4 114.6 121.6 101.6 108.9 101.5 
58 M18729 116.2 106.3 115.6 117.5 115.0 124.1 119.2 118.6 107.4 
59 M18731 122.4 116.0 134.7 139.1 130.3 160.2 133.9 167.2 138.0 
60 M18732 113.7 109.9 109.5 117.4 106.7 119.0 115.3 115.6 99.0 
61 M18806 112.8 106.8 115.8 114.0 106.8 124.8 116.7 120.5 105.9 
62 M18807 110.1 110.3 96.3 123.1 123.9 112.2 103.1 123.9 110.4 
63 M18808 85.8 97.8 86.8 115.2 107.6 106.2 100.1 127.9 110.9 
64 M18809 102.5 99.7 104.7 120.3 120.8 120.7 109.4 124.1 105.1 
65 M18814 87.2 82.5 86.4 106.4 104.7 106.5 90.9 116.5 99.5 
66 M18880 96.1 97.3 91.7 108.9 102.4 100.5 90.9 95.6 80.2 
67 M18881 104 111.9 105.3 120.2 121.5 117.4 106.2 112.5 91.9 
68 M18882 96.7 96.1 96.5 119.3 118.2 116.1 98.1 118.7 94.2 
69 M18883 103.9 100.9 94.8 114.8 101.5 106.5 90.7 107.3 95.8 
70 M19014 87.0 77.6 92.9 110.6 101.6 105.7 98.5 112.0 95.9 
71 M19015 97.5 119.0 122.3 136.9 123.8 134.9 108.3 106.6 93.5 
72 M19018 94.9 86.6 115.3 125.6 127.7 128.4 114.0 126.9 112.0 
73 M19042 125.6 125.1 147.5 155.5 155.5 153.4 128.4 158.5 124.9 
74 M19251 99.3 103.8 93.8 94.9 109.0 101.3 101.6 120.6 108.8 
75 M19332 91.7 88.8 96.2 105.0 113.3 111.4 94.4 115.2 94.9 
76 M19333 93.6 91.7 111.1 113.9 108.9 116.7 97.0 115.8 104.0 
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Tabelle 3.4 (Fortsetzung): Ergebnis der MAPH-Analyse für Patienten mit mentaler Retardierung und 
Übergewicht. 
MAPH-Sonden Patienten mit 
mentaler 
Retardierung und 
Übergewicht 
1 2 3 4 5 6 7 8 9 
77 M19338 87.6 84.3 95.5 107.2 102.1 112.4 95.9 109.6 94.9 
78 M19339 82.0 84.6 96.3 102.0 98.6 109.4 87.1 104.2 90.9 
79 M19340 104.5 117.0 115.9 124.1 126.5 124.9 111.5 124.9 107.8 
80 M19342 106.0 114.1 109.3 103.7 109.5 102.1 96.0 114.2 100.2 
81 M19343 92.9 94.8 96.0 118.8 113.8 117.9 95.4 130.7 98.6 
82 M19464 101.7 97.3 91.6 98.6 99.0 104.4 96.8 92.7 97.1 
83 M19467 98.1 96.2 88.1 95.2 97.8 102.1 103.8 92.2 95.8 
84 M19470 96.4 105.6 87.5 103.1 101.0 105.9 105.6 97.6 95.6 
85 M19624 103.0 112.1 103.2 106.3 105.0 117.6 103.6 112.1 109.3 
86 M19718 105.4 99.5 81.3 95.5 88.9 88.3 97.0 88.0 99.8 
87 M19719 85.7 81.8 75.5 86.8 92.7 92.8 106.1 90.2 99.2 
88 M19720 96.8 96.5 80.5 96.4 86.5 89.9 100.0 86.5 95.5 
89 M19721 99.9 78.8 85.3 91.2 94.9 85.0 104.5 83.5 103.4 
90 M19726 95.9 93.7 95.9 96.0 109.1 104.5 106.3 96.1 101.3 
PWS DEL 49.0 44.4 56.5 50.4 56.3 57.1 49.8 50.6 51.8 
 
 
Da Mäuse mit einer paternalen Deletion der hier untersuchten Region extrem 
wachstumsretardiert sind und ein reduziertes Körpergewicht im Vergleich zu 
Geschwistertieren aus dem gleichen Wurf haben, wurden 146 Patienten mit Kleinwuchs 
(Tabelle 3.5) und 33 Patienten mit einem geringen Geburtsgewicht (Tabelle 3.6) ebenfalls mit 
MAPH analysiert. Auch bei diesen Patienten konnte keine Deletion im HBII-85-Gencluster 
gefunden werden (siehe Tabellen 3.5 und 3.6). In einigen Fällen wurden Werte unter 70% 
gemessen (fett gedruckte Werte in Tabellen 3.5 und 3.6). Da der gesamte Lauf bei diesen 
Patienten etwas niedriger erschien als bei den anderen Patienten, wurden diese nicht als 
Deletion bewertet. Die Peakflächen der Deletionskontrolle zeigten im Verhältnis zur 
Normalperson Werte von etwa 50-60%. Somit kann man eine Deletion im 
HBII-85-Gencluster als Grund für die hier vorliegende mentale Retardierung, den Kleinwuchs 
und das geringe Geburtsgewicht ausschließen. 
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Tabelle 3.5: Ergebnis der MAPH-Analyse der Patienten mit Kleinwuchs. 
MAPH-Sonden Patienten mit 
Kleinwuchs 1 2 3 4 5 6 7 8 9 
1 P1 106.3 109.1 107.0 95.8 87.4 92.5 77.3 111.4 107.6 
2 P2 118.6 123.5 118.9 110.9 119.3 114.8 101.9 130.3 108.5 
3 P3 104.8 121.2 134.9 98.8 105.0 105.5 99.7 113.1 120.0 
4 P4 103.5 103.4 129.6 93.9 92.8 102.9 88.5 73.0 76.0 
5 P5 101.7 104.9 154.6 99.3 113.9 99.0 121.3 97.3 122.4 
6 P6 118.2 136.0 146.7 123.0 128.9 137.2 127.5 141.0 143.1 
7 P7 111.0 118.8 111.0 104.4 113.0 107.9 102.1 122.3 114.2 
8 P8 106.4 108.9 151.7 112.3 129.8 114.8 119.3 103.7 135.0 
9 P9 112.1 122.6 145.4 112.7 125.8 109.9 122.8 126.8 149.4 
10 P10 108.1 102.8 160.5 103.6 112.8 116.6 115.5 117.5 145.3 
11 P11 114.6 114.5 137.2 109.7 118.8 116.2 112.9 119.8 123.9 
12 P12 114.3 111.2 180.0 112.9 137.5 128.2 141.1 108.9 143.4 
13 P13 121.2 134.9 203.6 122.9 137.7 139.0 127.6 127.3 134.9 
14 P14 125.6 132.7 181.0 128.8 131.7 119.2 94.6 82.0 78.1 
15 P15 107.5 125.2 167.8 118.4 120.9 128.1 98.5 103.2 94.6 
16 P16 126.3 135.6 199.0 121.0 132.2 136.1 117.3 118.0 120.3 
17 P17 86.9 97.1 116.2 111.6 123.6 118.3 106.6 128.5 111.7 
18 P18 127.3 147.8 186.8 120.9 126.8 130.4 116.4 141.8 130.1 
19 P19 118.6 119.5 208.5 112.8 137.9 117.0 125.6 103.5 114.7 
20 P20 118.2 140.1 181.9 112.8 124.8 132.8 109.5 141.0 148.2 
21 P21 103.2 105.2 90.6 100.3 113.5 105.5 103.3 121.4 115.2 
22 P22 121.6 124.4 202.0 114.2 133.6 127.5 122.2 124.4 144.4 
23 P23 111.3 115.3 167.9 109.7 126.2 115.2 126.2 116.3 124.3 
24 P24 129.9 125.8 195.4 117.7 138.1 127.3 128.9 131.5 157.6 
25 P25 106.0 106.6 161.3 115.9 135.2 122.0 117.0 138.8 157.7 
26 P26 104.2 99.3 147.3 97.2 112.4 100.0 108.6 109.5 131.6 
27 P27 110.1 111.5 155.7 113.6 128.0 110.9 111.6 113.4 121.1 
28 P28 102.0 113.5 144.7 106.8 115.6 109.6 110.8 107.8 104.8 
29 P29 107.0 110.5 152.9 114.3 128.9 116.1 117.3 120.7 120.9 
30 P30 107.5 107.5 178.9 106.2 129.6 113.8 122.8 117.7 130.5 
31 P31 81.2 94.5 157.6 90.7 97.2 95.4 100.3 81.8 80.7 
32 P32 104.2 110.6 146.6 99.7 116.8 107.7 106.8 118.7 130.9 
33 P33 93.7 101.1 107.2 102.7 100.5 115.3 99.7 102.2 108.4 
34 P34 97.8 105.3 128.4 98.8 110.3 102.7 104.1 99.6 101.0 
35 P35 93.7 95.7 125.4 100.7 112.5 110.6 114.5 100.7 110.9 
36 P36 102.7 105.2 151.9 107.7 117.3 122.4 119.8 121.2 129.2 
37 P37 103.2 104.9 148.4 113.5 129.9 121.5 119.7 122.0 131.0 
38 P38 107.3 109.6 170.8 108.9 113.8 112.7 98.8 118.0 109.2 
39 P39 98.5 108.6 154.7 114.6 118.2 130.5 107.0 134.7 123.9 
40 P40 101.5 103.8 120.1 110.4 108.5 109.8 90.4 104.2 93.1 
41 P41 90.5 98.8 147.2 104.7 111.7 127.2 110.8 99.4 90.3 
42 P42 112.0 110.0 177.7 116.3 141.6 120.6 133.8 117.5 133.2 
43 P43 90.2 112.7 106.3 107.3 99.2 119.6 102.5 115.1 94.3 
44 P44 100.4 103.3 151.3 106.1 116.0 127.7 112.6 115.1 106.5 
45 P45 109.5 135.3 124.0 115.6 124.7 131.7 113.8 129.2 113.1 
46 P46 107.8 112.5 102.2 102.8 111.0 108.5 101.3 120.5 108.3 
47 P47 104.7 116.6 102.8 108.8 110.8 104.1 111.3 125.4 125.6 
48 P48 102.8 107.8 101.6 111.8 116.3 110.8 104.8 127.6 115.4 
49 P49 101.0 104.2 84.9 101.6 100.8 92.8 88.8 119.9 106.2 
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Tabelle 3.5 (Fortsetzung): Ergebnis der MAPH-Analyse der Patienten mit Kleinwuchs. 
MAPH-Sonden Patienten mit 
Kleinwuchs 1 2 3 4 5 6 7 8 9 
49 P49 101.0 104.2 84.9 101.6 100.8 92.8 88.8 119.9 106.2 
50 P50 105.9 117.3 101.6 101.6 107.2 99.8 83.2 139.0 126.1 
51 P51 107.2 120.7 106.2 101.8 108.7 112.1 88.9 119.5 104.9 
52 P52 109.5 109.7 99.5 97.7 107.0 97.9 92.3 121.9 108.2 
53 P53 98.8 104.1 89.6 95.3 108.3 95.6 102.3 121.9 109.6 
54 P54 104.1 111.0 109.1 99.6 108.7 106.1 102.7 124.0 114.2 
55 P55 111.5 134.2 112.8 106.6 124.5 122.7 107.4 130.3 120.4 
56 P56 110.0 116.4 97.7 105.4 115.0 108.6 110.1 132.5 120.1 
57 P57 107.4 115.3 104.6 104.8 114.7 108.6 104.6 112.9 109.2 
58 P58 103.8 107.7 84.5 99.0 103.4 99.6 100.6 120.5 113.3 
59 P59 99.0 99.1 92.5 95.6 105.8 100.5 105.4 124.1 108.2 
60 P60 104.5 106.5 100.4 100.2 113.6 112.1 114.8 122.5 109.0 
61 P62 119.9 143.3 13.0 114.5 135.7 120.7 108.3 158.7 129.5 
62 P63 104.9 110.3 112.4 102.7 112.6 123.0 110.2 114.9 113.0 
63 P64 121.8 140.7 122.4 124.4 141.4 130.0 119.4 159.5 137.8 
64 P65 118.3 135.9 111.3 119.9 131.8 117.3 115.6 129.9 121.2 
65 P66 112.3 131.5 119.6 123.9 130.0 122.4 114.3 144.1 121.9 
66 P67 113.6 129.0 122.2 113.6 126.3 125.7 117.6 148.5 122.1 
67 P68 100.4 126.5 95.8 110.8 112.6 105.5 101.2 149.6 122.4 
68 P69 104.6 110.4 96.6 105.1 115.6 107.3 99.9 120.9 107.8 
69 P70 116.3 138.7 107.0 116.1 132.8 119.0 107.1 131.5 116.5 
70 P71 110.1 124.7 104.0 113.0 119.5 105.6 108.0 132.0 113.6 
71 P72 105.8 114.7 98.3 107.7 113.1 106.3 104.7 126.6 114.3 
72 P73 109.1 114.5 92.0 109.0 120.8 104.0 100.4 132.3 111.0 
73 P74 101.9 105.9 110.3 105.5 107.9 114.0 105.3 113.1 114.5 
74 P75 109.6 119.5 103.5 105.6 114.1 112.5 102.8 141.8 130.9 
75 P76 106.2 117.3 93.3 101.0 110.8 100.5 104.6 115.8 112.6 
76 P78 90.3 105.5 115.3 101.9 103.9 105.8 99.1 101.8 99.9 
77 P79 100.1 115.8 124.3 107.6 118.3 124.2 109.0 121.4 137.5 
78 P80 103.6 107.6 121.2 105.2 114.1 120.7 105.6 107.1 108.5 
79 P81 117.1 132.4 130.0 113.2 118.2 123.4 115.8 118.4 114.6 
80 P82 107.1 105.0 113.0 99.1 107.0 106.5 101.1 90.9 92.3 
81 P83 106.8 117.5 122.3 105.2 110.2 114.0 100.9 136.9 138.2 
82 P84 102.7 102.2 117.1 94.3 104.1 107.9 97.4 91.9 88.1 
83 P85 110.8 122.4 135.1 104.5 113.5 117.1 102.9 97.1 99.2 
84 P86 104.1 107.1 126.8 96.7 110.4 112.4 103.5 106.8 101.6 
85 P87 114.4 115.7 133.9 104.1 114.1 120.4 105.6 112.2 111.3 
86 P88 99.5 101.7 110.1 94.8 104.5 112.2 100.4 102.6 100.1 
87 P89 115.8 122.6 131.2 109.4 117.8 120.6 107.5 111.9 110.0 
88 P90 108.3 95.8 110.9 97.8 96.3 94.9 95.2 105.1 100.6 
89 P91 113.3 116.0 113.6 98.3 111.1 115.5 109.5 99.5 104.4 
90 P92 101.5 100.8 110.2 92.4 101.5 104.3 101.8 94.7 103.6 
91 P93 84.6 85.5 77.2 88.3 84.6 87.8 92.8 86.6 104.0 
92 P94 92.0 98.4 108.0 98.0 107.7 117.1 111.3 110.5 128.7 
93 P95 86.5 93.4 111.0 90.4 91.5 114.9 102.6 98.2 110.9 
94 P96 88.9 97.4 108.2 93.3 95.3 112.0 102.4 102.7 114.7 
95 P97 98.8 92.4 108.1 92.2 98.3 112.5 103.8 95.3 107.0 
96 P98 81.0 85.0 94.8 86.0 85.5 101.3 97.8 91.3 106.2 
97 P99 101.9 104.1 107.9 95.5 98.7 111.9 102.5 91.0 102.4 
98 P100 84.2 91.0 101.6 89.2 92.6 106.7 97.6 91.5 107.5 
99 P101 96.4 97.3 108.9 93.9 102.9 113.1 103.6 104.2 113.9 
Ergebnisse  62 
Tabelle 3.5 (Fortsetzung): Ergebnis der MAPH-Analyse der Patienten mit Kleinwuchs. 
MAPH-Sonden Patienten mit 
Kleinwuchs 1 2 3 4 5 6 7 8 9 
98 P100 84.2 91.0 101.6 89.2 92.6 106.7 97.6 91.5 107.5 
99 P101 96.4 97.3 108.9 93.9 102.9 113.1 103.6 104.2 113.9 
100 P102 90.6 95.9 96.8 94.4 95.9 109.1 103.4 94.9 103.9 
101 P103 98.9 102.7 116.7 100.0 104.1 114.5 113.7 105.0 117.3 
102 P104 93.0 93.8 99.0 96.4 94.6 104.1 101.6 96.4 100.5 
103 P105 88.1 88.7 101.4 95.8 100.7 116.6 105.1 96.2 115.8 
104 P106 85.1 86.8 63.1 83.5 74.1 90.1 88.0 83.4 99.8 
105 P107 83.5 72.7 86.5 90.1 78.5 91.2 96.9 86.3 103.1 
106 P108 88.4 87.1 98.2 87.1 93.4 102.5 103.0 93.0 110.1 
107 P109 86.7 86.2 100.0 86.4 89.6 102.3 97.7 88.4 109.3 
108 P110 86.0 81.5 94.2 83.2 82.2 97.8 97.5 89.4 105.0 
109 P111 79.3 79.5 97.8 80.4 86.4 99.7 97.2 91.0 114.5 
110 P112 82.4 70.6 78.6 73.2 74.0 83.4 80.2 79.6 96.6 
111 P113 87.4 91.9 96.4 98.1 93.9 10.6 105.6 93.3 121.0 
112 P114 87.2 91.7 104.7 91.8 95.8 109.3 105.6 89.1 109.3 
113 P115 86.3 87.5 96.9 88.3 96.3 91.4 84.5 65.1 78.3 
114 P116 98.3 99.4 99.3 98.8 108.6 101.4 103.1 101.0 104.7 
115 P117 98.8 97.6 105.0 104.2 101.1 106.2 109.5 103.4 108.8 
116 P118 110.4 113.0 112.8 114.5 105.6 100.3 97.5 111.1 100.6 
117 P119 98.5 105.1 100.2 96.4 100.9 97.0 93.2 93.0 87.1 
118 P121 89.0 100.2 107.8 104.0 101.2 105.4 107.5 97.8 98.7 
119 P122 114.4 117.0 99.5 106.3 11.8 95.4 91.8 100.9 95.8 
120 P123 102.1 108.9 112.1 105.9 102.7 96.5 88.8 106.0 100.8 
121 P124 96.0 104.8 101.0 104.7 108.5 101.6 102.1 99.8 101.1 
122 P126 122.1 144.3 127.6 113.9 115.5 107.2 86.5 112.2 93.1 
123 P127 111.5 110.7 109.0 102.6 105.4 102.3 100.8 79.0 120.3 
124 P128 118.2 121.7 116.6 107.5 103.8 105.4 99.5 78.3 118.5 
125 P129 100.7 106.4 108.9 110.9 95.9 94.2 79.7 104.4 93.5 
126 P130 105.0 102.1 98.0 101.4 92.9 81.3 82.3 81.2 83.9 
127 P131 105.7 122.4 120.6 113.5 111.1 102.4 90.7 107.1 100.1 
128 P132 127.5 132.0 118.9 115.8 113.8 103.1 98.2 112.0 94.6 
129 P133 122.4 136.6 127.4 123.3 125.2 114.5 99.2 118.6 107.6 
130 P134 113.4 126.1 113.7 109.8 104.3 94.8 85.3 107.0 91.3 
131 P135 121.7 115.6 113.9 108.1 100.9 96.8 97.11 78.9 117.7 
132 P136 101.0 110.1 110.5 105.6 105.5 105.6 89.7 113.9 101.2 
133 P137 104.9 122.9 118.7 102.5 105.3 98.7 79.9 102.9 82.8 
134 P138 98.0 98.6 88.3 96.7 90.1 88.9 74.9 97.6 90.6 
135 P139 102.6 112.3 107.7 99.4 92.3 91.2 89.9 71.0 103.2 
136 P140 94.1 96.8 94.1 99.9 100.4 93.7 80.5 94.5 89.8 
137 P141 107.0 119.1 118.6 103.0 122.8 109.8 108.2 114.2 112.0 
138 P142 110.9 124.1 110.1 112.0 116.6 109.6 94.3 108.9 111.4 
139 P143 108.6 104.6 103.3 105.3 99.6 94.8 88.8 100.6 88.8 
140 P144 101.1 107.0 106.7 107.4 107.4 99.3 94.4 119.1 114.3 
141 P145 102.1 112.0 109.8 107.6 111.3 103.1 90.6 120.6 112.8 
142 P146 100.8 118.9 117.0 109.7 116.4 113.2 100.1 128.7 114.7 
143 P147 92.6 89.3 91.4 90.4 91.1 90.5 89.1 90.2 87.1 
144 P148 110.7 104.4 111.3 108.3 126.3 116.5 107.2 113.1 102.6 
145 P149 112.8 138.1 129.1 126.7 131.2 130.0 102.8 155.5 125.2 
146 P150 93.0 97.7 100.0 96.2 90.9 102.7 101.6 94.5 96.1 
PWS DEL 59.2 57.6 49.5 49.8 54.8 53.3 54.9 46.7 51.8 
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Tabelle 3.6: Ergebnis der MAPH-Analyse der Patienten mit mentaler Retardierung, Übergewicht und geringem 
Geburtsgewicht. 
MAPH-Sonden Patienten mit 
geringem 
Geburtsgewicht 1 2 3 4 5 6 7 8 9 
1 M1545 100.9 95.5 97.6 101.1 100.2 102.6 103.8 100.1 103.1 
2 M1564 108.0 106.2 96.7 111.7 110.3 94.4 106.2 77.0 112.9 
3 M1656 96.8 105.4 99.9 106.4 101.6 98.5 112.0 75.0 104.9 
4 M1682 108.0 112.4 110.1 105.2 112.8 103.8 102.3 96.0 101.6 
5 M1999 106.2 110.8 105.8 100.8 98.2 98.2 92.2 93.7 91.7 
6 M2008 110.5 124.7 106.6 104.8 111.5 104.4 97.1 94.2 96.6 
7 M2009 117.3 109.9 96.1 104.0 101.1 92.3 98.0 77.8 122.6 
8 M2231 117.7 112.0 108.5 111.6 105.7 102.3 89.9 83.6 106.9 
9 M2232 109.0 109.6 107.5 104.1 104.6 105.2 96.9 77.5 109.2 
10 M2619 140.1 141.1 114.1 116.7 118.4 104.9 114.7 72.9 129.4 
11 M2690 106.9 121.0 93.9 106.2 113.7 102.8 95.9 94.6 103.9 
12 M2695 100.8 95.8 107.2 116.7 112.7 108.4 108.6 88.7 124.6 
13 M2995 105.2 103.8 103.5 103.5 98.0 102.8 102.9 81.5 123.4 
14 M2999 92.9 87.5 87.1 93.5 86.6 88.3 91.6 69.2 102.7 
15 M3013 92.6 91.1 96.0 102.1 107.1 100.1 104.6 75.7 103.5 
16 M3177 126.0 123.6 114.1 112.3 115.2 105.7 105.6 75.8 104.4 
17 M3232 105.3 117.4 106.9 106.0 110.0 105.0 100.5 76.2 109.1 
18 M3388 114.6 117.3 110.1 110.7 109.5 109.3 104.6 77.7 107.4 
19 M3497 103.4 106.0 101.6 101.3 101.9 99.5 94.0 75.9 104.0 
20 M3500 119.3 119.9 123.8 116.9 115.7 113.6 105.9 88.9 120.4 
21 M3541 104.9 105.7 98.4 93.3 99.1 100.0 103.2 91.4 87.0 
22 M3661 98.7 96.6 91.6 95.6 102.3 96.8 90.2 94.3 98.3 
23 M3787 99.4 97.4 103.3 92.5 106.5 101.6 99.2 95.4 98.0 
24 M4053 112.3 100.1 101.1 104.9 104.5 97.5 95.7 95.0 99.3 
25 M4246 103.7 103.1 104.0 106.5 102.9 100.4 96.6 80.2 108.5 
26 M4677 111.5 117.8 108.7 103.8 122.4 110.9 108.4 94.4 98.2 
27 M4964 108.5 116.2 112.1 104.3 120.9 115.3 103.6 117.1 113.2 
28 M4974 146.1 155.9 131.1 123.8 141.1 108.0 131.0 80.4 96.3 
29 M5074 120.2 115.4 118.9 112.4 110.4 108.2 103.3 78.7 110.5 
30 M5076 108.7 114.1 106.8 102.4 117.0 105.1 100.9 103.0 113.4 
31 M5090 102.0 109.5 103.4 92.2 94.1 98.8 96.5 67.8 97.0 
32 M5432 103.2 113.2 108.0 101.2 102.9 109.2 89.9 75.9 96.5 
33 M6260 100.3 94.9 93.4 108.6 113.3 106.7 123.8 78.8 132.0 
PWS DEL 53.3 47.3 51.2 49.8 48.9 52.1 50.1 48.5 51.8 
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3.3.2 Analyse der snoRNA-Gene HBII-13, HBII-436 und HBII-437 mittels der 
Realtime-PCR 
Das Deletionsscreening der snoRNAs HBII-13, HBII-436 und HBII-437 wurde in 33 
Patienten mit geringem Geburtsgewicht und in den 14 Patienten, mit einem PWS-ähnlichen 
Phänotyp mit der Realtime-PCR (TaqMan) durchgeführt. Für jedes snoRNA-Gen wurden 
zwei spezifische Primer und eine spezifische FAM-markierte MGB TaqMan®-Sonde 
ausgesucht. Als interne Kontrolle diente der Retinoblastom-Locus (RB-Locus) auf 
Chromosom 13. Auch für diesen Locus wurden spezifische Primer und eine VIC-markierte 
Sonde ausgesucht. Für jede untersuchte DNA wurde jeweils eine Doppelbestimmung 
durchgeführt. Um später die Dosis der einzelnen Loci miteinander vergleichen zu können, 
wurde eine Standardkurve für das jeweilige snoRNA-Gen und eine für den Retinoblastom-
Locus mit einer Kontroll-DNA in unterschiedlichen Verdünnungen (250ng, 125 ng, 50 ng, 
25 ng und 12.5 ng) erstellt und bei jeder PCR mitgeführt. Die Menge der PCR-Produkte für 
die beiden Sonden wurde mit Hilfe der Standardkurven und dem ABIprism® 3100 Genetic 
Analyzer automatisch ermittelt. Der Wert der einzelnen snoRNA-Gene wurde durch den Wert 
des RB-Locus geteilt. Da immer dieselbe Menge an DNA (50 ng) in die PCR eingesetzt 
wurde, lag dieses Verhältnis bei Normalpersonen ungefähr bei eins (0.8-1.2). Auch bei den 
Patienten,  die mittels Realtime-PCR auf Deletionen der snoRNA-Gene HBII-13, HBII-436 
und HBII-437 hin untersucht wurden, lagen die Werte zwischen 0.8 und 1.2 (siehe Tabelle 
3.7). Eine mitgeführte Deletionskontrolle (PWS DEL) zeigte stets einen Wert um 0.5 (siehe 
Tabelle 3.7). Diese snoRNA-Gene sind demnach ebenfalls nicht der Grund für mentale 
Retardierung und das geringe Geburtsgewicht. 
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Tabelle 3.7: Ergebnis des Deletionsscreenings der snoRNA-Gene HBII-13,HBII-436 und HBII-437. 
Patienten mit HBII-13 HBII-436 HBII-437 
geringem Geburtsgewicht    
M1545 0.9 1.2 1.1 
M1564 1 1.1 1 
M1656 1.1 1.1 1 
M1682 1 1.1 1.1 
M1999 1 1.1 1.2 
M2008 1 1.1 1.2 
M2009 1 1.2 1 
M2231 1 1 0.9 
M2232 1 1 1 
M2522 1 1.1 1 
M2619 1 1 0.9 
M2695 1 0.9 1.2 
M2995 1 1 0.9 
M2999 0.8 0.9 1.1 
M3013 0.8 0.9 1 
M3177 0.9 1.1 0.9 
M3232 0.9 1.1 0.9 
M3388 0.9 1 0.8 
M3497 1 1.1 1 
M3500 0.9 1 1 
M3541 0.9 0.9 0.8 
M3661 0.9 1 1 
M3787 0.8 0.9 0.8 
M4053 0.8 0.9 1.1 
M4246 0.9 1 0.9 
M4677 0.8 1.1 0.9 
M4964 0.8 1 0.9 
M5074 0.9 1 0.9 
M5076 0.8 1 0.8 
M5090 0.9 0.9 1.1 
M5432 0.9 0.8 0.8 
M5549 0.8 0.8 0.9 
M6260 0.8 1 1 
PWS-ähnlichem Phänotyp    
M12470 1.1 0.9 0.9 
M12888 0.9 0.9 0.9 
M22800 1 0.8 0.9 
M22865 1 0.9 1.1 
M22936 1.1 1.2 0.9 
M3025 1.1 1.1 1 
M3349 0.9 1.2 1 
M4419 1 1 0.9 
M4965 0.9 1 0.9 
M6068 1 1 1 
M6455 0.9 0.9 1 
M6863 0.9 0.9 1 
M7181 1.1 0.9 1.1 
M8559 0.9 1 0.8 
PWS DEL 0.5 0.5 0.5 
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3.3.3 Analyse des HBII-438A-Locus 
Das snoRNA-Gen HBII-438A wurde ebenfalls mit der Realtime-PCR auf Deletionen hin 
untersucht. Da HBII-438A und die gesamte benachbarte Region sequenzidentisch zum 
snoRNA-Gen HBII-438B sind, das etwa 240 bp telomerisch vom HBII-52-Gencluster liegt, 
(siehe Abb. 3.12), wurden die Primer und die Sonde zunächst 580 bp distal von HBII-438A 
gelegt, wo die Sequenzunterschiede größer sind.  
 
 
 
Abb.  3.12: Übersicht über die Lage der snoRNA-Gene HBII-438A und HBII-438B und der Sonden (NG79/80 
und D15S1542). Die roten Pfeile zeigen die auf Deletionen untersuchten Bereiche. 
In einem Patienten mit geringem Geburtsgewicht (M1682 in Tabelle 3.7) und zwei Patienten 
mit PWS-ähnlichem Phänotyp (M4419 und M7181 in Tabelle 3.7) konnte hier eine Deletion 
nachgewiesen werden. Diese zeigten einen Wert von 0.5 wie die Deletionskontrolle 
(PWS DEL). Allerdings wurde diese Deletion später auch in einer anderen Normalperson 
(NP 1) gefunden, was auf einen Polymorphismus hinweist. 
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Anschließend wurde bei zwei der Patienten die Region 1300 bp proximal von HBII-438A 
untersucht (siehe Abb. 3.12), um zu überprüfen, ob die Deletion das snoRNA-Gen 
überspannt. Die Werte lagen an dieser Position jedoch im Bereich der Normalpersonen (siehe 
Tabelle 3.8). Hier konnte also keine Deletion nachgewiesen werden. 
Tabelle 3.8: Realtime-PCR-Werte distal und proximal von HBII-438A. 
Patient Distal von HBII-438A 
Proximal von 
HBII-438A 
M1682 0.5 - 
M4419 0.5 1 
M7181 0.5 0.8 
NP 1.1 0.9 
NP 1 0.4 0.8 
PWS DEL 0.5 0.5 
 
 
Aufgrund der hohen Sequenzähnlichkeit mit HBII-438B und der stark repetitiven ALU/LINE-
Elemente in der Umgebung war es nicht möglich neue spezifischere Primer und Sonden zu 
legen. Daher wurde mit der DNA der beiden Patienten eine Southern-Blot-Analyse 
durchgeführt. Dazu wurde die DNA mit dem Enzym SacI geschnitten, auf eine Membran 
geblottet und mit der Sonde NG79/80, welche eine Teilsequenz der HBII-438-Gene enthält 
und somit an beide snoRNA-Gene bindet, hybridisiert. Eine Deletion würde zu einer 
Reduktion in der Intensität der Hybridisierungssonde führen. Wie in der Normalperson war 
bei beiden Patienten die untere Bande mit der Größe von 8 kb, spezifisch für den 
HBII-438A-Locus stärker als die obere Bande mit der Größe von 10.5 kb, spezifisch für den 
HBII-438B-Locus (siehe Abb. 3.13). Bei der Deletionskontrolle mit einer IC-Deletion (IC 
DEL), die auch HBII-438A spannt, kommt es zu einer Abnahme der Intensität der Bande für 
HBII-438A. Somit konnte in beiden Patienten eine Deletion der HBII-438A-Kopie 
ausgeschlossen werden. 
 
 
 
 
 
 
Abb.  3.13: Southern-Blot-Analyse der snoRNA-Gene HBII-438A und HBII-438B. Als Kontrollen wurden ein 
Patient mit einer IC-Deletion (IC DEL) und eine Normalperson (NP) mitgeführt. 
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Um das distale Ausmaß der Deletion zu bestimmen, wurde bei den drei Patienten (M1682, 
M4419 und M7181) und der Normalperson (NP 1) mit einer Deletion mittels 
Mikrosatelliten-Analyse mit dem Marker D15S1542 die Region etwa 8 kb telomerisch von 
HBII-438A untersucht (siehe Abb. 3.12). Hier war keine Deletion nachzuweisen. Es fiel 
jedoch auf, dass diese Patienten und die Normalperson ein 333 bp großes Allel besaßen (siehe 
Abb. 3.14). Diese Allelgrößen kommen sehr selten vor. Bei PWS Imprinting Defekt-Patienten 
(PWS-ID) und ihren Eltern waren in der Routinediagnostik bislang Allelgrößen von 
hauptsächlich 342 bp bis 355 bp zu finden (nicht gezeigt). 
 
 
Abb.  3.14: Mikrosatellitenanalyse der Patienten und einer Normalperson (NP 1) mit einer Deletion 580 bp 
distal von HBII-438A. Die Allel-Größen sind unterhalb der Peaks angegeben. 
Acht PWS-ID-Patienten (P) bzw. Vater (V) oder Mutter (M) einiger dieser Patienten (1-8 in 
Tabelle 3.8) und zwei Normalpersonen (NP 2.1 und NP 2.2 in Tabelle 3.8) mit einem Allel 
≤ 342 bp wurden anschließend ebenfalls mittels Realtime-PCR analysiert. Sieben dieser 
Personen mit Allelgrößen von 331 bp, 333 bp und 335 bp zeigten in der Realtime-PCR Werte 
von 0.5-0.6 und damit dieselbe Deletion 580 bp distal von HBII-438A wie die oben 
beschriebenen Patienten. Das 333 bp große Allel kam in drei der untersuchten Patienten vor, 
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und die Allele mit 331 bp bzw. 335 bp Größe kamen jeweils in zwei Patienten vor. Es besteht 
demnach ein Kopplungsungleichgewicht zwischen dem Deletions/Insertions-Polymorphismus 
und dem Locus 8 kb telomerisch von HBII-438A, wo der Marker D15S1542 liegt. Eine 
Deletion 580 bp distal von HBII-438A kommt immer in Verbindung mit einer der seltenen 
Allele vor. Da die meisten Allel-Varianten mit höherer Frequenz aus der frühen Evolution des 
Menschen stammen (Freudenberg et al., 2002), und eine Veränderung der Allelgrößen in 
beide Richtungen wahrscheinlicher ist als eine Veränderung in nur eine Richtung von 331 bp 
über 333 bp auf 335 bp bzw. von 335 bp über 333 bp auf 331 bp, kann man zusammenfassend 
sagen, dass die beiden Allele (331 bp und 335 bp) später in der Evolution entstanden sind als 
das 333 bp große Allel. 
Tabelle 3.9: Allelgrößen und Realtime-PCR-Werte der PWS-ID-Familien und zweier Normalpersonen. 
Patienten Allelgröße Realtime-PCR-Ergebnis 
1 PWS-ID 1 (V) 333.29 0.5 
2 PWS-ID 2.1 (M) 342.69 1.1 
3 PWS-ID 2.2 (P) 342.69 0.8 
4 PWS-ID 3.1 (P) 331.8 0.6 
5 PWS-ID 3.2 (V) 331.8 0.6 
6 PWS-ID 4 (M) 333.29 0.6 
7 PWS-ID 5.1 (M) 340.92 1 
8 PWS-ID 5.2 (V) 333.29 0.6 
9 NP 2.1 (P) 335 0.5 
10 NP 2.2 (V) 335 0.6 
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4. DISKUSSION 
4.1 Imprinting-Defekte bei AS als Folge einer primären Epimutation 
Das menschliche Genom beinhaltet schätzungsweise 100 bis 200 Gene, die dem genomischen 
Imprinting unterliegen. Fehler bei der Imprint-Umschaltung und der Aufrechterhaltung des 
Imprints können zu genetisch bedingten Erkrankungen oder zur Entstehung von Tumoren 
führen. Bei den meisten Patienten mit AS ist der Imprinting Defekt durch eine spontane 
primäre Epimutation ohne vorherige DNA-Sequenz-Veränderung entstanden (Buiting et al., 
2003). Bei diesen Patienten liegt die SNURF-SNRPN Exon 1/Promotor-Region auf dem 
maternalen Allel unmethyliert vor, und das SNURF-SNRPN Sense/UBE3A Antisense-
Transkript kann exprimiert werden. Es wird vermutet, dass das UBE3A-Gen durch das 
Antisense-Transkript reguliert wird (Runte et al., 2001a; Runte et al., 2004; Landers et al., 
2004). Bei Patienten mit AS und einem Imprinting-Defekt (ASID) scheint dieses Antisense-
Transkript, der Grund für die Stilllegung des UBE3A-Gens zu sein. Das Chromosom mit dem 
Imprinting-Defekt kann in diesen Patienten sowohl von der mütterlichen Großmutter als auch 
vom mütterlichen Großvater stammen. Daher muss der Defekt entweder bei der Imprint-
Umschaltung kurz vor oder während der Fertilisation, oder bei der Aufrechterhaltung nach 
der Fertilisation entstanden sein (Buiting et al., 2003). 
4.1.1 Fehler bei der Imprint-Aufrechterhaltung führt zu einem somatischen Mosaik 
Fehler in der Aufrechterhaltung des Imprints im Embryo führen zu einem somatischen 
Mosaik. In ASID-Patienten mit zellulärem Mosaik müssten demnach normale Zellen und 
Zellen mit einem Imprinting-Defekt zu finden sein. Für die Diagnostik wird die 
elternspezifische Methylierung in der SNURF-SNRPN Exon 1/Promotor-Region genutzt. 
ASID-Patienten mit einem somatischen Mosaik zeigen hier eine schwache methylierte 
maternale Bande. In zwei dieser Patienten konnten wir in der Tat ein zelluläres Mosaik 
nachweisen und nehmen an, dass alle Patienten mit einer zusätzlichen Bande somatische 
Mosaike sind. Es ist anzunehmen, dass auch ASID-Patienten, bei denen keine maternale 
Bande detektiert werden konnte, einen postzygoten Defekt in der Imprint-Aufrechterhaltung 
haben. Dafür gibt es zwei Erklärungen: 1. Die Menge an normalen Zellen ist so gering, dass 
sie mit unseren Methoden nicht mehr detektiert werden kann, dass aber ein höherer Anteil an 
normalen Zellen in anderen Geweben vorhanden ist, die uns nicht zur Verfügung stehen. 
2. Der Imprinting-Defekt ist im Trophoblast entstanden, aus dem die Plazenta hervorgeht, 
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während der Embryo, aus der inneren Zellmasse entsteht, die nicht betroffen ist. In diesem 
Fall läge eine Mosaik-Situation nur in der Plazenta vor. Da wir keine Gewebeprobe aus der 
Plazenta dieser Patienten haben, ist es nicht möglich, dies zu untersuchen. 
Bei 10-20% der AS-Patienten, die in der MS-PCR ein normales Methylierungsmuster zeigten, 
konnte keine Deletion, UPD, ID oder Mutation im UBE3A-Gen nachgewiesen werden. Ein 
somatisches Mosaik wäre auch hier eine mögliche Erklärung, wenn man annimmt, dass der 
Imprinting-Defekt nur in bestimmten Gehirnarealen vorhanden ist, wo UBE3A geprägt ist. 
Für unsere Untersuchungen stehen uns nur Blut und teilweise auch Fibroblasten zur 
Verfügung, jedoch lassen die Untersuchungsergebnisse in diesen beiden Geweben keine 
Rückschlüsse auf die Situation im Gehirnbereich zu. 
4.1.2 Der Imprinting-Defekt ist kurz nach der Fertilisation entstanden 
Ein Defekt bei der Aufrechterhaltung des Methylierungsimprints kann prinzipiell bei jeder 
Zellteilung stattfinden. Bei der Replizierung der DNA wird das Methylierungsimprint von der 
Methyltransferase Dnmt1 erkannt und auf den Tochterstrang kopiert. Die hemimethylierte 
DNA wird so vollständig methyliert und dadurch das Methylierungsimprint in den 
nachfolgenden Zellteilungen aufrechterhalten (Bestor, 2000; Reik und Walter, 2001). Ein 
Fehler bei der Erkennung oder Weitergabe des Methylierungsimprints würde zu zwei 
unterschiedlich methylierten Strängen führen, was in den folgenden Zellteilungen in zwei 
unterschiedlich geprägten Zelllinien resultieren würde. Es ist jedoch auch möglich, dass es 
während der genomweiten Demethylierung der DNA in den ersten Tagen der Entwicklung zu 
Fehlern bei der Aufrechterhaltung des Methylierungsimprints kommt. 
Das paternale Genom wird wenige Stunden nach der Fertilisation aktiv demethyliert, während 
das maternale Genom in den nachfolgenden Zellteilungen passiv demethyliert wird. 
Anschließend folgt eine globale Remethylierung, die nach dem Blastozystenstadium endet 
(Reik und Walter, 2001). Die geprägten Regionen sind von der globalen De- und 
Remethylierung nicht betroffen. Allerdings ist nicht bekannt durch welche Mechanismen sie 
davor geschützt werden. Es ist denkbar, dass ein Fehler in diesem Schutzmechanismus zu 
einem Verlust des Imprints in einer Zelle führt. Da Imprints in somatischen Zellen nicht 
repariert werden können, würden die Tochterzellen diesen Imprinting-Defekt erben. 
Um zu untersuchen, wann der Imprinting-Defekt in dieser kritischen Periode stattgefunden 
hat, haben wir in den Fibroblasten des Patienten ASID-71 eine X-Inaktivierungs-
Untersuchung durchgeführt. Die X-Inaktivierung findet in der inneren Zellmasse 
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(Embryoblast) im Blastozystenstadium statt (Monk, 2002; Huynh und Lee, 2003; Mak et al., 
2004; Okamoto et al., 2004) (siehe Abb. 4.1). Hat der Imprinting-Defekt vor der 
X-Inaktivierung stattgefunden, kommt es in den ID-Zellen, genau wie in den normalen 
Zellen, zu einer zufälligen Abschaltung eines der beiden X-Chromosomen, und im Embryo 
sind ID-Zellen zu finden, in denen das paternale X-Chromosom inaktiviert vorliegt und 
solche, in denen das maternale X-Chromosom inaktiviert vorliegt. Fand der 
Imprinting-Defekt jedoch in einer Zelle statt, in der ein X-Chromosom bereits inaktiviert 
wurde, so liegt in allen ID-Zellen dasselbe maternale bzw. paternale X-Chromosom 
inaktiviert vor. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb.  4.1: Zeitpunkt der X-Inaktivierung und Entstehung des Imprinting-Defektes. Inaktivierte paternale X-
Chromosomen sind blau (Xi) und inaktivierte maternale X-Chromosomen sind rot dargestellt (Xi). 
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In dem Patienten ASID-71 haben wir Zellen mit einem inaktivierten paternalen 
X-Chromosom und Zellen mit einem inaktivierten maternalen X-Chromosom gefunden. 
Demnach muss der Imprinting-Defekt also vor der X-Inaktivierung entstanden sein. Es wäre 
natürlich auch möglich, dass der Imprinting-Defekt nicht durch ein einmaliges Ereignis, 
sondern durch multiple unabhängige Ereignisse entstanden ist. Die Klone, die auf ihre 
Methylierung hin untersucht wurden, zeigten allerdings ein klares Methylierungs-Muster. Sie 
waren an allen CpGs entweder vollständig methyliert oder vollständig unmethyliert. Das 
deutet darauf hin, dass der Methylierungsimprint nicht instabil ist und der Imprinting-Defekt 
in diesem Patienten ein einmaliges Ereignis darstellt. 
Es fällt auf, dass in den meisten Einzelzellklonen das paternale X-Chromosom inaktiviert 
vorlag. Diese Verschiebung der X-Inaktivierung zugunsten eines Allels wird „Skewing“ 
genannt und ist ein bekanntes frequent vorkommendes Phänomen. X-Inaktivierungsstudien 
zeigen, dass bei  28% der Frauen unter 25 Jahren ein solches Skewing zu finden ist (Sharp et 
al., 2000). Daher denken wir, dass es nicht mit dem Imprinting-Defekt zusammenhängt. 
Auch wenn wir den Zeitpunkt der Entstehung des Imprinting-Defekts nur bei einem Patienten 
näher bestimmen konnten, ist anzunehmen, dass er bei allen Patienten sehr früh in der 
Entwicklung stattgefunden hat. 
4.1.3 Patienten mit einem höheren Grad an normal methylierten Zellen tendieren zu 
einem milderen Krankheitsverlauf 
Mittels der Realtime-PCR-Methode konnten wir in 24 Patienten den Grad der normal 
methylierten Zellen genau ermitteln. Wir haben Werte von <1% bis 40% erhalten. Eine 
Regressionsanalyse zeigte, dass Patienten mit einem höheren Grad an normal methylierten 
Zellen zu einem milderen Krankheitsverlauf tendieren. Jedoch war der Zusammenhang 
statistisch nicht signifikant. Das kann daran liegen, dass die untersuchte Patienten-Gruppe zu 
klein war und Patienten mit einem ähnlichen Grad an normal methylierten Zellen teilweise 
unterschiedliche Phänotypen zeigten. Man muss jedoch beachten, dass wir die Analyse nur an 
DNA aus Blut-Zellen durchführen konnten und nicht wissen, wie die Verteilung von normal 
methylierten Zellen und Imprinting-Defekt-Zellen in anderen Geweben, insbesondere im 
Gehirn ist. 
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Obwohl alle hier untersuchten Patienten eine mentale Retardierung zeigen, scheinen die 
Symptome weniger ausgeprägt zu sein als bei Patienten mit typischem AS (siehe Tabelle 3.2). 
Am auffälligsten ist die Beobachtung, dass sieben von 18 Patienten mehr als zehn Worte 
sprechen können. Drei Patienten sprechen sogar einfache Sätze. Eine gute Auffassungsgabe, 
ist bei elf von 19 Patienten zu sehen. Die meisten können schon vor dem 21. Monat laufen. 
Viel früher als bei Lossie et al. (2001) beschrieben, die das mittlere Alter, bei dem die 
AS-Patienten mit einem Imprinting-Defekt mit dem Laufen beginnen, mit 28 Monaten angibt. 
Nur fünf von 19 Patienten haben Krämpfe. Mikrozephalie wurde nur in einem von 17 
Patienten beobachtet. Ein ähnliches Ergebnis fanden auch zwei andere Arbeitsgruppen 
(Bürger et al., 1997 und Saitoh et al., 1997). Eine Ataxie, die zu den Hauptmerkmalen der 
Patienten mit AS zählt, zeigten nur acht von 19 Patienten, während Fettleibigkeit, häufiger 
(14 von 19 Patienten) zu beobachten war. Eine Entwicklungsverzögerung zusammen mit 
Fettleibigkeit, die aus der Hyperphagie resultiert, führt zu einer häufigen Fehldiagnose dieser 
Patienten, nämlich PWS. 
Zusammenfassend kann man sagen, dass die Krankheit bei Patienten mit einem 
Imprinting-Defekt, weniger stark ausgeprägt zu sein scheint, als bei Patienten mit einer 
Deletion. Patienten mit einem Imprinting-Defekt im Mosaik zeigen tendenziell einen 
milderen Krankheitsverlauf  bzw. einen für AS eher atypischen Phänotyp. Man sollte z.B. die 
klinische Diagnose AS nicht ausschließen, nur weil der Patient eine Sprachentwicklung 
aufweist. Wir vermuten, dass der ID in Fällen von mentaler Retardierung eine größere Rolle 
spielt als bisher angenommen. Um herauszufinden, ob ein Methylierungsmosaik vorliegt 
reicht die MS-PCR nicht aus. Man sollte einen quantitativen Test durchführen. 
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4.2 SnoRNA-Gene in der Region 15q11-q13 als mögliche Kandidaten-Gene für 
Teilaspekte des PWS-Phänotyps 
Zwei unabhängige Mausmodelle zeigten, dass eine paternale Deletion der Region zwischen 
Snurf-Snrpn Exon 1 und den Ipw-Exons (Tsai et al., 1999a; Chamberlain et al., 2004; 
Nicholls, 1999; Ding et al., 2005) zu Mäusen mit einem PWS-ähnlichen Phänotyp führt. 
Diese Mäuse sind klein, hypoton und 80% der Nachkommen sterben schon kurz nach der 
Geburt. Balancierte Translokationen der paternalen Kopie von 15q11-q13 führen beim 
Menschen zu variablen PWS-ähnlichen Phänotypen mit variabler Ausprägung der einzelnen 
Symptome (Schüle et al., 2005). Während Patienten mit einem Bruchpunkt im Exon 2 von 
SNURF-SNRPN PWS-typische Symptome zeigen, sind die mit einem Bruchpunkt im Exon 17 
bzw. Exon 20 milder betroffen bzw. zeigen nur Teilsymptome von PWS. Verschiedene 
Arbeitsgruppen konnten zeigen, dass eine balancierte Translokation in einigen dieser 
Patienten zu einem Expressionsverlust von HBII-85-Genkopien führt (Wirth et al., 2001, 
Schüle et al., 2005, Gallagher et al., 2002). Da die snoRNAs in dieser Region die einzigen 
konservierten Elemente zwischen Maus und Mensch sind, kommen die snoRNA-Gene 
HBII-13, HBII-436, HBII-437 und HBII-438A, die als Einzelkopien vorliegen und das 
snoRNA-Gencluster HBII-85 mit 27 Kopien als Kandidatengene für PWS-Symptome in 
Betracht. Aufgrund dieser Daten, wurde in vier verschiedenen Patienten-Gruppen mit 
verschiedenen Symptomen für PWS (Patienten mit PWS-ähnlichem Phänotyp, konsekutive 
Patienten mit Verdacht auf PWS, mentaler Retardierung und Übergewicht, konsekutive 
Patienten mit Verdacht auf PWS, mentaler Retardierung, Übergewicht und geringem 
Geburtsgewicht und Patienten mit einer konstitutionellen Entwicklungsverzögerung 
(Kleinwuchs)) eine Untersuchung nach Deletionen der einzelnen snoRNA-Gene 
durchgeführt. 
4.2.1 Bei Patienten mit Teilaspekten des PWS-Phänotyps liegt keine Deletion der 
snoRNA-Gene in der Region 15q11-q13 vor 
Aufgrund der Daten von Translokationspatienten haben wir zunächst bei den Patienten mit 
einem PWS-ähnlichen Phänotyp und den Patienten mit mentaler Retardierung und 
Übergewicht mittels der MAPH-Methode nach Deletionen im snoRNA-Gencluster HBII-85 
gesucht. Es konnte jedoch bei keinem dieser Patienten eine Deletion in dieser Region 
detektiert werden. Bei 14 dieser Patienten, konnte mit der vorhergehenden Southern Blot-
Analyse auch keine strukturelle Veränderung gefunden werden. Da Mäuse mit einer 
paternalen Deletion in dieser Region verglichen mit den Geschwistertieren aus dem gleichen 
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Wurf extrem wachstumsretardiert sind und ein reduziertes Körpergewicht haben, wurden 
außerdem Patienten mit Kleinwuchs und Patienten mit einem geringen Geburtsgewicht 
mittels MAPH analysiert. Aber auch in diesem Patientenkollektiv konnte keine 
Dosisreduktion, die auf eine Deletion hinweist, nachgewiesen werden. Somit konnten wir die 
HBII-85 snoRNA-Gene als Grund für mentale Retardierung in Verbindung mit Übergewicht, 
Kleinwuchs und geringem Geburtsgewicht bei den hier untersuchten Patienten ausschließen. 
Das Deletionsscreening der snoRNA-Gene HBII-13, HBII-436, HBII-437 und HBII-438A 
wurde mit der Realtime-PCR-Methode nur in den Patienten mit geringem Geburtsgewicht 
und den Patienten mit PWS-ähnlichem Phänotyp, die zuvor mit der Southern Blot-Analyse 
untersucht wurden, durchgeführt. Keines der snoRNA-Gene HBII-13, HBII-436, HBII-437 
und HBII-438A war in den Patienten deletiert. Demnach kann man auch diese snoRNA-Gene 
als Grund für mentale Retardierung mit Übergewicht und das geringe Geburtsgewicht 
ausschließen. 
Das HBII-85 snoRNA-Gencluster besteht aus 27 Kopien. Runte et al. (2001a) konnten die 
snoRNA-Kopien aufgrund ihrer Sequenz in drei Gruppen unterteilen. Trotzdem ist die 
Sequenzhomologie der einzelnen Kopien sehr hoch, sodass wir nur an neun Positionen im 
snoRNA-Gencluster eine Sonde legen und damit nur ein Drittel abdecken konnten. Es könnte 
sein, dass nur einige snoRNA-Kopien aktiv sind bzw. alle aktiv sind, aber unterschiedliche 
Ziel-RNAs haben und wir die Kopien, die für die von uns untersuchten Symptome 
verantwortlich sind, nicht analysiert haben. Während für die snoRNA-Gene HBII-13, HBII-85 
und HBII-436 Maushomologe identifiziert werden konnten (Cavaille et al., 2000; Ding et al., 
2004), ist seit kurzem bekannt, dass für HBII-437 und HBII-438A keine homologen snoRNA-
Gene in der Maus vorhanden sind (Gallagher et al., 2002; Schüle et al., 2005). Somit 
überrascht es nicht, dass wir in unserer Patienten-Kohorte für HBII-437 und HBII-438A keine 
Deletion gefunden haben. Jedoch zeigen Deletionsmäuse auch nicht das breite Spektrum der 
Symptome bei PWS wie sie beim Menschen bekannt ist. Z.B. werden Mäuse mit PWS nicht 
adipös. Vielleicht spiegelt die Maus nicht die menschliche Situation wider und diese beiden 
snoRNA-Gene spielen beim Menschen für die Ausprägung von Teilaspekten von PWS doch 
eine Rolle. 
Zusammengefasst würde das bedeuten, dass entweder die Auswahlkriterien für die Patienten 
nicht richtig bzw. ausreichend waren oder die Fallzahl zu niedrig war. Außerdem besteht die 
Möglichkeit, dass die snoRNA-Gene keine Kandidatengene für PWS-Symptome sind. 
Weiterhin sind die Zielgene der snoRNAs bisher nicht bekannt und es liegen keine 
Informationen über ihre Funktion vor, die hilfreich wären. 
Diskussion  77 
4.2.2 Eine Deletion 580 bp distal von HBII-438A steht im Kopplungsungleichgewicht 
mit einem Locus 8 kb telomerisch von HBII-438A 
Auf der Suche nach einer Deletion des snoRNA-Gens HBII-438A sind wir 580 bp distal des 
Gens auf einen Deletions/Insertions-Polymorphismus gestoßen. Bei dem Versuch, die 
Deletion näher einzugrenzen haben wir festgestellt, dass diese immer in Verbindung mit 
einem seltenen Allelen vorkommt. Es besteht demnach ein Kopplungsungleichgewicht 
zwischen dem Deletions/Insertions-Polymorphismus und dem Locus 8 kb telomerisch von 
HBII-438A, wo der Marker D15S1542 liegt. Ein Kopplungsungleichgewicht ist die nicht-
zufällige Assoziation von Allelen gekoppelter Genloci 
(www.thieme.de/viamedici/lernen/glossar/k.html). Die Existenz eines 
Kopplungsungleichgewichtes bedeutet, dass man aus dem Wissen über das Vorliegen der 
ersten Variante eines Allels mit einer erheblichen Wahrscheinlichkeit auf das Vorliegen der 
zweiten Variante schließen kann. Diesen Zusammenhang kann man zur Suche nach 
Krankheitsgenen ausnutzen (Freudenberg et al., 2002). In unserem Fall, scheint der 
Polymorphismus eine neutrale Variante zu sein, da er auch in Normalpersonen mit dem 
seltenen Allel zu finden war. 
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5. ZUSAMMENFASSUNG 
Das Prader-Willi- und das Angelman-Syndrom entstehen durch den Funktionsverlust von 
elternspezifisch exprimierten Genen in der chromosomalen Region 15q11-q13, die der 
koordinierten Kontrolle des Imprinting-Centers unterliegen. Während der Verlust der 
Expression paternal exprimierter Gene zu PWS führt, resultiert ein Funktions-Verlust des 
UBE3A-Gens in AS. Eine eher seltene Ursache für die Inaktivierung von Genen in dieser 
Region sind Imprinting-Defekte (ID). Die Patienten mit einem ID haben zwar zwei 
Chromosomen 15 biparentaler Herkunft, jedoch haben beide denselben Epigenotyp. Bei 
Patienten mit AS tragen beide Chromosomen 15 ein paternles Imprint und bei PWS-Patienten 
beide Chromosomen 15 mit ein maternale Imprint. 
Einige AS-Patienten mit einem ID zeigten in der methylierungsspezifischen PCR ein 
auffälliges Methylierungsmuster, das ein somatisches Mosaik vermuten ließ. Mit zwei 
unterschiedlichen Klonierungsmethoden konnte dies in zwei Patienten auch nachgewiesen 
werden. Bei einem von beiden konnte außerdem gezeigt werden, dass der Imprinting-Defekt 
kurz nach der Fertilisation entstanden sein muss. In den restlichen Patienten konnte der Grad 
der normal methylierten Zellen genau quantifiziert werden. Es wurden Werte von <1% bis 
40% ermittelt. Für eine Genotyp-Phänotyp-Korrelation wurden klinische Daten gesammelt. 
Es konnte gezeigt werden, dass Patienten mit einem höheren Grad an normal methylierten 
Zellen zu einem milderen Krankheitsverlauf tendieren. Jedoch war der Zusammenhang 
statistisch nicht signifikant. Für einen PWS-Patienten mit einem somatischen Mosaik wurden 
54% normal methylierte Zellen ermittelt. 
Anhand verschiedener Mausmodelle konnte gezeigt werden, dass snoRNA-Gene (HBII-13, 
HBII-436, HBII-437, HBII-438A, HBII-85) in der Region 15q11-q13 als Kandidaten-Gene für 
PWS in Betracht kommen könnten. Daher wurden Patienten mit Teilsymptomen für PWS, 
wie z.B. Patienten mit mentaler Retardierung und Übergewicht, Kleinwuchs oder mit 
geringem Geburtsgewicht auf Deletionen dieser snoRNA-Gene hin untersucht. Es konnte 
gezeigt werden, dass keine dieser snoRNA-Gene als Grund für die beschriebenen Symptome 
in Betracht kommt. Auch für einen Deletions-Polymorphismus, der distal von HBII-438A 
entdeckt wurde und mit einem seltenen Allel in dieser Region im Kopplungsungleichgewicht 
steht, konnte gezeigt werden, dass es sich hier um eine neutrale Variante handelt und somit  
nicht kausal mit der Erkrankung in Zusammenhang gebracht werden kann. 
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